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 i     
  
POVZETEK  
Uvod: Sladkorna bolezen je metabolna bolezen, za katero je značilna hiperglikemija, do 
katere pride predvsem zaradi motenj v izločanju in/ali delovanju inzulina. Bolniki s 
sladkorno boleznijo tipa 2 (SBT2) imajo krajše dolžine telomerov v primerjavi z zdravo 
populacijo. Telomeri so nukleoproteinske strukture na koncih kromosomov, ki ščitijo pred 
poškodbami in ohranjajo genomsko stabilnost. 
Namen dela: V magistrski nalogi želimo preveriti vpliv glikemične urejenosti in HbA1c na 
krajšanje telomerov pri SBT2. Glikemično urejenost bomo izrazili kot koncentracijo glukoze 
na tešče, koeficient variacije meritev glukoze na tešče, odstotek meritev glukoze v ciljnem 
območju in vrednost glikiranega hemoglobina (HbA1c). Preverili bomo tudi vpliv 
variabilnosti gena HIF1A, ki je transkripcijski faktor odziva na hipoksijo. 
Metode: V raziskavo smo vključili 155 bolnikov s SBT2 obeh spolov z več let trajajočo 
SBT2. Ob odvzemu vzorca za izolacijo DNA je bil hkrati izmerjen HbA1c, meritev glukoze 
na tešče pa so preiskovanci izvajali sami in vrednosti zapisovali v knjižice za samokontrolo. 
Dolžino telomerov smo določili s kvantitativnim PCR pristopom z modificirano 
Cawthonovo metodo, genotipizacijo izbranega polimorfizma gena HIF1A pa z alelno 
specifično PCR metodo (KASP). Statistična analiza je potekala v programu SPSS.  
Rezultati: V preiskovanem vzorcu starost, spol in trajanje SBT2 niso bili povezani z dolžino 
telomerov. Tudi sama urejenost glikemije (variabilnost glukoze na tešče in HbA1c) ni 
vplivala na dolžino telomerov. Dolžina telomerov tudi ni bila povezana z genotipom HIF1A. 
Med posameznimi skupinami (dosega/ne dosega ciljne vrednosti HbA1c, nizek/visok 
HbA1c, glikemična variabilnost, genotip HIF1A) nismo opazili statistično pomembnih 
razlik v povprečni dolžini telomerov.  
Razprava z zaključki: Številne raziskave nakazujejo, da imajo posamezniki s SBT2 krajše 
telomere v primerjavi z zdravo populacijo. V raziskavi smo preverili številne kazalce 
urejenosti SBT2, vendar njihovega vpliva na dolžino telomerov nismo uspeli dokazati. 
Vzrok za to je verjetno premajhno število bolnikov, ki so bili vključeni v raziskavo. Na 
dobljene rezultate pa morda vpliva tudi dejstvo, da rezultati kontinuiranih meritev glukoze 
niso bili na voljo. Prospektivna raziskava s spremljanjem bolnikov v daljšem časovnem 
obdobju bi morda lahko potrdila zastavljene hipoteze.  
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KLJUČNE BESEDE 
Sladkorna bolezen tipa 2, glikemična urejenost, oksidativni stres, variabilnost v genu HIF1A, 
dolžina telomerov.  
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ABSTRACT 
Background: Diabetes is a metabolic disease characterized by hyperglycaemia, which 
occurs mainly due to deficiencies in the secretion and/or function of insulin. Patients with 
type 2 diabetes (T2D) have shorter telomere lengths compared to healthy population. 
Telomeres are nucleoprotein structures at the ends of chromosomes that are protective 
against degradation and have a role to maintain genomic stability.  
Aim: In the following thesis we want to examine the influence of glycaemic regulation and 
HbA1c on telomere shortening in T2D. Glycaemic control will be expressed as the 
concentration of fasting blood glucose, coefficient of variation of fasting glucose 
measurements, the percentage of glucose measurements in the target range and the value of 
glycated haemoglobin (HbA1c). In addition, we will examine the impact of the HIF1A gene 
encoding a transcription factor of response to hypoxia. 
Methods: We have included 155 patients with T2D in the study cohorts, representing 
patients of both sexes and with a disease lasting fot several years. HbA1c was measured at 
the same time as DNA sample was taken. Fasting blood glucose was measured by the 
subjects themselves and recorded in booklets for self-monitoring. Telomere length was 
determined by quantitative PCR approach with modified Cawthons method. Genotyping of 
the selected HIF1A gene polymorphism was performed by the allele-specific PCR method 
known as KASP. The statistical analysis was carried out in the SPSS program.  
Results: In the examined sample, age, sex and disease duration were not associated with 
telomere length. Glycaemic control (fasting blood glucose variability and HbA1c) did not 
affect telomere length. Telomere length was also not related to the HIF1A genotype. No 
statistically significant differences in mean telomere length were observed between 
individual groups (reaching/not reaching target value of HbA1c, low/high HbA1c, 
glycaemic variability, HIF1A genotype).  
Conclusions: Many studies indicate that patients with T2D have shorter telomeres compared 
to the healthy population. We have tested several diabetes related factors, but we have not 
been able to prove their effect on the telomere attrition. This is most likely due to the small 
study cohort. The results may also be affected by the fact that the results of the continuous 
blood glucose measurements were not available. On the other hand, prospective follow-up 
study of patients over a longer period of time might confirm the hypothesis of this study.  
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SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
BP: bazni par 
CT: mejni cikli 
DNA: deoksiribonukleinska kislina 
DT: dolžina telomerov 
FRET: prenos energije z resonanco fluorescence 
GV: glikemična variabilnost 
HbA1c: glikiran hemoglobin 
HIF: hipoksija inducibilen faktor 
HIF1A: alfa podenota faktorja hipoksije 
HWE: Hardy-Weinbergovo ravnovesje 
ITM: indeks telesne mase 
KASP: kompetitiven alelno specifičen PCR 
KV: koeficient variacije 
OGTT: oralni glukoni tolerančni test ali obremenilni test z glukozo 
PCR: verižna reakcija s polimerazo 
qPCR: kvantitativen PCR  
RNA: ribonukleinska kislina  
ROS: kisikove reaktivne zvrsti 
SB: sladkorna bolezen 
SBT2: sladkorna bolezen tipa 2 
SD: standardni odklon 
SNP: enonukleotiden polimorfizem 
T/A: relativna dolžina telomerov, podana kot količnik med rezultatom dolžin za telomere 
in rezultatom za albumin  
TBE: tris, borat, EDTA pufer 
TIR: čas v ciljnem območju (angleško: time in range) 
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1. UVOD 
1.1 SLADKORNA BOLEZEN 
Sladkorna bolezen (SB) je metabolna bolezen, za katero je značilna hiperglikemija, ki je 
posledica motenj v izločanju in/ali delovanju inzulina. Lahko gre za avtoimunsko uničenje 
β-celic trebušne slinavke, ki proizvajajo inzulin, ali pa za nepravilnosti, ki vodijo do 
zmanjšanega odziva tkiv na inzulin (1). 
Predstavlja velik problem modernega sveta: po ocenah Mednarodnega združenja sladkorne 
bolezni (International Diabetes Federation) ima trenutno na svetu okoli 463 milijonov 
odraslih ljudi (starih med 20 in 79 let) sladkorno bolezen, kar predstavlja kar 9,3 % svetovne 
populacije v tej starostni skupini. Če se bo trend višanja nadaljeval, ocenjujejo, da naj bi do 
leta 2045 SB imelo že kar 10,9 % odrasle svetovne populacije. Največji delež obolelih 
prihaja iz razvitih držav, kar je verjetno predvsem posledica življenjskega sloga. 
Zaskrbljujoče je tudi dejstvo, da je zaradi SB in njenih zapletov leta 2019 umrlo okoli 4,2 
milijona ljudi (2). 
V Sloveniji so merila za diagnozo sladkorne bolezni zbrana v Smernicah za klinično 
obravnavo sladkorne bolezni tipa 2 iz leta 2016 (3). Kriteriji za diagnostiko SB temeljijo na 
priporočilih ADA (okr. angl. American Diabetes Association), ki združuje tako klinične kot 
tudi laboratorijske parametre. Za postavitev diagnoze SB mora biti izpolnjen vsaj eden od 
naslednjih kriterijev: 
- Glukoza v plazmi na tešče ≥ 7 mmol/L. 
- Naključna vrednost glukoze v plazmi ≥ 11,1 mmol/L ob hkratnih simptomih 
sladkorne bolezni (4). 
- Obremenilni test z glukozo (OGTT): Koncentracija glukoze v plazmi po 2 urah od 
začetka testa  OGTT ≥ 11,1 mmol/L (3, 4). 
 
Sladkorni bolniki so zaradi kronične hiperglikemije podvrženi številnim, ne le kratkoročnim, 
pač pa tudi dolgoročnim zapletom, katere delimo predvsem na mikro in makrovaskularne 
zaplete SB. Med glavne mikrovaskularne zaplete prištevamo diabetično nefropatijo, 
nevropatijo in retinopatijo. Po drugi strani pa je glavni makrovaskularni zaplet ateroskleroza, 
ki je pri bolnikih s SB veliko pogostejša kot pri zdravih osebah (5, 6). 
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1.1.1 SLADKORNA BOLEZEN TIPA 2  
Sladkorna bolezen tipa 2 (SBT2) je kronična metabolna bolezen in je najpogostejša oblika 
SB (predstavlja kar 90–95 % vseh vrst sladkornih obolenj). Zanjo so značilni hiperglikemija, 
inzulinska neobčutljivost – posledica inzulinske rezistence perifernih tkiv (predvsem 
maščobnega tkiva, mišic in jeter) – in pomanjkanje inzulina, ker β-celice trebušne slinavke 
niso sposobne proizvesti toliko inzulina, kot bi ga organizem potreboval za uravnavanje 
krvnega sladkorja (1, 7, 8). To vodi do zmanjšanega prenosa glukoze v mišične in maščobne 
celice ter povečane razgradnje maščob (7). Zanjo so značilne tudi motnje presnove 
ogljikovih hidratov, maščob in beljakovin, ki so posledica nepravilnosti v izločanju in/ali 
delovanju inzulina (9). Nastane kot rezultat interakcije med genetskimi, okoljskimi in 
vedenjskimi dejavniki tveganja (7). Tveganje za razvoj SBT2 se poveča s starostjo, 
debelostjo in ob pomanjkanju telesne aktivnosti. Pogosteje se pojavlja pri ženskah, ki so v 
nosečnosti razvile gestacijski diabetes, in pri posameznikih s povišanim tlakom ali 
dislipidemijo. Razvoj SBT2 je odvisen od genetske preddispozicije, ki še ni povsem 
razjasnjena (1). Asociacijske študije na celotnem genomu so pokazale, da večina genetskih 
variant, ki so povezane s povišanim tveganjem za razvoj SBT2, vpliva na delovanje β-celic 
in ne toliko na občutljivost na inzulin (8).  
β-celice trebušne slinavke spadajo med metabolno najaktivnejše celice človeškega telesa in 
so predvsem odvisne od oksidativnega metabolizma sinteze adenozin trifosfata (ATP). Ob 
povišani koncentraciji ATP se poviša izločanje inzulina. Langerhansovi otočki trebušne 
slinavke so zelo dobro prekrvavljeni in vsaka β-celica je v neposrednem stiku z endotelijsko 
celico (8).  
Veliko obolelih s SBT2 ima prekomerno telesno težo, maščevje pa se jim kopiči predvsem 
v predelu trebuha, kar tudi samo po sebi doprinese k inzulinski rezistenci. Pogosto se zgodi, 
da se razvoj SBT2 prične že dolgo pred postavitvijo diagnoze, saj se hiperglikemija razvija 
postopoma in v zgodnjih fazah bolniki še ne občutijo značilnih simptomov, vendar pa so taki 
bolniki še posebej izpostavljeni tveganju za razvoj makro- in mikrovaskularnih zapletov (1). 
Glikemična urejenost in variabilnost 
Raziskave so pokazale, da ni samo povprečna koncentracija glukoze v krvi tista, ki 
pripomore k razvoju zapletov SB, pač pa ima pomembno vlogo tudi glikemična variabilnost 
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(GV). GV predstavlja nihanja v koncentraciji glukoze ob točno določenem času v določenem 
časovnem obdobju (10). Nihanja glukoze v krvi lahko privedejo do spremenljivosti 
koncentracij glukoze med dnevom ali dnevi, kar lahko poviša tveganje tako za hipoglikemijo 
kot tudi hiperglikemijo (11).  
GV lahko ocenimo kratkoročno ali dolgoročno. Kratkotrajna variabilnost v koncentraciji 
glukoze je navadno prikazana kot koeficient variacije (KV) glede na povprečno vrednost 
glukoze, neprekinjeno merjene 24 ur, kar so omogočili sistemi za neprekinjeno merjenje 
glukoze. Srednje dolga variabilnost označuje spremembe iz dneva v dan, medtem ko je 
dolgoročna variabilnost podana v daljšem časovnem obdobju (na primer v nekaj mesecih) 
(12). GV lahko izrazimo na več načinov, in sicer za različne vrste podatkov, ki odražajo 
spremenljivost v različnih časovnih okvirih, kot so skupna variabilnost, variabilnost med 
dnevom, variabilnost povprečnega vzorca glede na čas v dnevu, variabilnost v določenem 
časovnem obdobju, variabilnost med dnevnimi povprečji, variabilnost med dnevi ob 
določenem času in variabilnost med dnevi v tednu (11). 
Enotno sprejetega merilnega standarda oziroma zlatega standarda za meritev GV ni. 
Najpogostejša načina za izračun GV sta standardni odklon (SD) in koeficient variacije (% 
KV), ki predstavlja SD, izražen kot odstotek povprečja. V raziskavah je navadno večkrat 
zastopano izražanje s KV (11, 13).  
Samokontrola koncentracije glukoze v krvi se splošno uporablja in je koristna za oceno 
dolgoročne glikemične urejenosti. Po drugi strani pa ima tudi veliko omejitev, kar privede 
do suboptimalnega nadzora glikemije. Zaradi tega so razvili neprekinjene sisteme za 
spremljanje glukoze, ki uporabljajo senzorsko tehnologijo za merjenje intersticijske ravni 
glukoze čez dan. Takšni merilniki omogočajo posamezniku, da opazuje nihanja v vrednosti 
glukoze ter vpliv prehrane, fizične aktivnosti in terapije (14). Ena izmed pomembnejših 
meritev, ki jih lahko pridobimo s kontinuiranim merjenjem glukoze, je čas znotraj želenega 
območja oz. TIR (okr. angl. time in range), izražen v odstotkih. Lahko ga izrazimo kot % 
meritev ali število ur v dnevu, ko izmerjene vrednosti glukoze dosegajo ciljne vrednosti. V 
klinični praksi želimo, da so pri bolnikih s SB vrednosti glukoze v območju 3,9–10 mmol/L 
vsaj 70 % časa (15).  
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KV je povezan predvsem s tveganjem za pojav hipoglikemije. Če je KV krvnega sladkorja 
< 25 %, potem je tveganje za hipoglikemijo izredno majhno, če pa KV presega 25 %, obstaja 
skoraj linearna povezava med vrednostjo KV in tveganjem za hipoglikemijo (13).  
Glikemična variabilnost močno vpliva na kvaliteto življenja bolnika in njegovo psihološko 
stanje, variabilnost na dolgi rok pa prispeva k nastanku zapletov sladkorne bolezni in 
smrtnosti (11, 12). Povezana je z označevalci poškodbe endotelija, srca in ožilja. Pri bolnikih 
s SBT2, ki imajo višjo GV, je umrljivost ob pojavu akutnega miokardnega infarkta višja. 
Srčno-žilni dejavniki tveganja pri SBT2 so dokazano neposredno povezani s 
koncentracijami glukoze po obroku, poleg tega pa je visoka GV povezana tudi z 
zmanjšanimi kognitivnimi sposobnostmi (11). Glikemična variabilnost je torej zelo 
pomembna pri ocenjevanju kakovosti glikemične urejenosti. Z leti in s stopnjevanjem SB se 
progresivno veča (13).  
Delež glikiranega hemoglobina (HbA1c) 
HbA1c poda povprečno oceno vrednosti glukoze za časovno obdobje dveh do treh mesecev. 
Omogoča pregled nad dolgoročno urejenostjo glikemičnega statusa in oceno tveganja za 
razvoj zapletov, povezanih s SB. Študije namreč kažejo, da so mikrovaskularni zapleti SB 
neposredno sorazmerni z nivojem HbA1c (16, 17). 
Glikacija hemoglobina poteka neprenehoma celotno 120-dnevno življenjsko dobo rdečih 
krvnih celic – dlje živeči eritrociti so posledično najbolj glikirani. Vse rdeče krvne celice so 
izpostavljene glukozi: bližnja je izpostavljenost, večji je vpliv na glikacijo. Približno 
polovico vrednosti HbA1c naj bi predstavljale spremembe v glikaciji prejšnjega meseca, 
četrtina meseca pred tem in preostala četrtina naj bi bili odraz tretjega in četrtega meseca 
(16). 
HbA1c zajame kronično hiperglikemijo bolje kot vrednost glukoze na tešče ali oralni 
glukozni tolerančni test (OGTT). Pred odvzemom vzorca krvi za meritev HbA1c ni nujno, 
da so bolniki tešči. Poleg tega ima HbA1c tudi boljšo predanalitično stabilnost in manjšo 
biološko variabilnost kot glukoza v plazmi na tešče. Po drugi strani je HbA1c slab kazalec 
patofizioloških nepravilnosti ter le šibko koreliran z inzulinsko rezistenco in izločanjem 
inzulina. Za zanesljivo meritev HbA1c morajo biti bolniki v hematološko stabilnem stanju 
zadnje štiri mesece, upoštevati moramo tudi vse faktorje, ki lahko vplivajo na meritev (16). 
Kljub temu da je HbA1c zlati standard v ocenjevanju glikemične urejenosti, pa ne upošteva 
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nihanja v koncentraciji glukoze oziroma glikemične variabilnosti. Optimizacija nadzora 
glikemije zahteva skrbno ravnovesje med doseganjem tarčne vrednosti HbA1c in 
izogibanjem hipoglikemiji (11).  
Ameriško diabetično združenje (ADA), Ameriško združenje kliničnih endokrinologov 
(AACE) in Ameriški kolegij endokrinologije (ACE) priporočajo vzdrževanje nivoja HbA1c 
pri bolnikih s SBT2 pod 7 % (18). Nekateri viri navajajo malenkost višje tarčne vrednosti 
med 7 in 7,5 % ali celo do 8 % (18, 19). Generične tarčne vrednosti zanemarjajo pomen 
celostne prilagojene nege, zato je pomembno prilagajanje tarčnih vrednosti vsakemu 
posamezniku (19).  
Prospektivne raziskave so razkrile, da lahko z vrednostjo HbA1c prav tako napovemo 
tveganje za razvoj SB. Pri bolnikih z vrednostjo HbA1c med 6,0 in 6,5 % obstaja bistveno 
višje tveganje za razvoj SBT2 (16). Pogostost meritev določa klinično stanje posameznika 
in strategijo zdravljenja. Nasploh bi morali biti bolniki s stabilno glikemijo testirani vsaj 
dvakrat letno, tisti, ki imajo slabše urejeno bolezen, pa na vsake tri mesece (17).  
Oksidativni stres 
V fizioloških pogojih obstaja uravnoteženo stanje v redoks ravnovesju. Gre za funkcionalne 
interakcije med oksidanti, ki nastanejo zaradi nepopolne redukcije kisika v vodo, 
imenovanimi kisikove reaktivne zvrsti (ROS), antioksidativnimi encimi in neencimskimi 
antioksidanti. Ko se ravnovesje zaradi večjega nastajanja prooksidantov v primerjavi z 
njihovo razgradnjo s pomočjo antioksidantov poruši, pride do oksidativnega stresa (20). 
Glavni vir ROS je dihalna veriga v mitohondrijih, nastajajo pa tudi pri reakcijah z 
oksidoreduktazami v citosolnih in plazemskih membranah (8). Kronični oksidativni stres je 
škodljiv za celico, saj povzroča oksidacijo makromolekul (DNA, lipidov, proteinov) in 
spremembe v celičnih signalnih poteh, kar lahko spremeni celične funkcije ali celo povzroči 
celično smrt (20, 21). 
Oksidativni stres je povezan s številnimi boleznimi, med drugim tudi s pojavnostjo SB. 
Številne študije so pokazale, da oksidativni stres ključno prispeva k razvoju in napredovanju 
SB in zapletov, ki so povezani z njo 21). Vpliv oksidativnega stresa na razvoj SB se med 
drugim kaže kot poškodbe β-celic zaradi hipoksije (8, 22). Obstaja vse več dokazov, ki 
kažejo na vlogo oksidativnega stresa tako pri poškodbah β-celic kot tudi pri spremembah 
izločanja inzulina. Kljub temu da je nastajanje ROS večinoma posledica povečane 
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stimulacije mitohondrija ob preskrbi glukoze, pa je izražanje genov antioksidativne obrambe 
v β-celicah navadno nizko ali celo onemogočeno (8). Oksidativni stres lahko negativno 
vpliva na dva glavna mehanizma SB, na izločanje in delovanje inzulina. Stanje 
oksidativnega stresa ne le da spodbuja nastanek SB, temveč tudi poslabšuje bolezensko 
stanje in z njim povezane zaplete. Ugotovili so tudi, da hiperglikemija spodbuja oksidativni 
stres z nastajanjem novih prostih radikalov in zaviranjem sistemov antioksidativne obrambe 
(21). 
Glavna naloga β-celic trebušne slinavke je izločanje inzulina, ki je stimulirano ob povišanih 
koncentracijah glukoze v krvi (8). Povišanemu glikolitičnemu toku sledi povišana aktivnost 
Krebsovega cikla (23), kar poviša proizvodnjo ATP in spremeni razmerje med ATP in ADP 
v celici (24). Posledično se zaprejo kalijevi kanalčki, občutljivi na ATP (25), pride do 
depolarizacije plazemske membrane in porasta znotrajceličnega Ca2+, kar sproži izločanje 
inzulina (26, 27). Kadar je pri posamezniku prisotna odpornost na inzulin, lahko nenehni 
glikolitični tok privede do povišane proizvodnje ROS v β-celicah, kar ima lahko patološke 
posledice (28, 29, 30). Visok nivo intracelularnega kalcija lahko stimulira nastajanje ROS v 
mitohondrijih (31, 32) in aktivira protein kinaze C. Ta aktivacija privede do nastanka 
superoksida in drugih reaktivnih zvrsti preko NADPH oksidaze (33, 34). K nastajanju 
vodikovega peroksida v β-celicah lahko poleg hiperglikemije pripomore tudi sama 
hiperinzulinemija (35), kar pa je v nasprotju z drugimi tkivi, v katerih inzulin zavira 
proizvodnjo ROS, inducirano z glukozo (36). Kljub temu da so visoke koncentracije glukoze 
nedvomno povezane z induciranim oksidativnim stresom, pa tudi nizke koncentracije 
glukoze spodbujajo nastanek ROS (37, 38). 
V stanju kronične hiperglikemije je proizvodnja ROS nenehna: posledično so antioksidativni 
encimi in neencimski antioksidanti v številnih tkivih močno zavrti, kar še dodatno poslabša 
oksidativni stres. Molekularne poti, ki prispevajo k oksidativnemu stresu pri SB, so del 
metabolizma glukoze ali lipidov (21). 
Pri bolnikih s SB obstaja torej povišana proizvodnja ROS in zmanjšana aktivnost 
antioksidantov (39). Zdi se, da so motnje v delovanju mitohondrijev in deregulacija 
prooksidativnih encimov glavni dejavniki, ki sodelujejo pri kronično povečanem nastajanju 
ROS, kar povzroča kronični oksidativni stres. Na ravni mitohondrijev deregulacija 
proteinov, povezanih s procesom cepitve in fuzije, povzroči morfološke spremembe v 
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notranji in zunanji membrani organela. Pri tem se spremeni mitohondrijski membranski 
potencial, kar pa vpliva na elektronsko transportno verigo in s tem na večje puščanje ROS 
(40). Opisana je tudi povišana aktivnost encima NADPH oksidaze 2 v skeletnih mišicah in 
s tem povečana proizvodnja ROS (41). Oba izmed navedenih procesov pripomoreta k 
nastanku inzulinske rezistence (odpornosti na inzulin) zaradi spremembe v funkciji 
substratov inzulinskih receptorjev, ki so občutljivi na spremembe v redoks stanju (42). Tako 
pride do translokacije prenašalcev glukoze iz citoplazme v celično membrano (43, 44). Kot 
kompenzacija inzulinske rezistence se začne izločati še večja količina inzulina, posledično 
pa postopoma prihaja do motnje v delovanju β-celic trebušne slinavke (44, 45).  
V primerih, kadar imajo bolniki s SBT2 obenem povišano telesno težo, infiltracija 
makrofagov v maščobno tkivo poviša nivo bioloških označevalcev oksidativnega stresa (45). 
Skupaj z oksidativnim stresom, do katerega pride zaradi disfunkcije mitohondrijev in 
deregulacije NOX2 v skeletnih mišicah, igra pomembno vlogo pri patogenezi SBT2 (39, 
46). Pri zdravljenju bolezni bi zato morali razmisliti tudi o možnostih zmanjšanja 
prooksidativnih dejavnikov ali zvišanja antioksidantov v telesu (20). 
Gen HIF1A 
Faktorji, ki povzročajo hipoksijo (angl. hypoxia-inducible factors ali HIF) sodijo v družino 
transkripcijskih faktorjev, odzivnih na nizko razpoložljivost kisika (hipoksijo) (47). 
Proteinski kompleks HIF je heterodimer, ki ga sestavljata podenoti alfa in beta. Podenota 
alfa heterodimera HIF (HIF1A) je občutljiva na kisik in deluje kot glavni regulator različnih 
genov, vključenih v poti hipoksije. Podenota beta (HIF1B) je konstitutivno izražena jedrna 
podenota, njeno izražanje pa ni odvisno od kisika (47, 48). Transkripcijska aktivnost HIF1 
je primarno pod nadzorom podenote alfa, uravnavane s kisikom s kisikom. HIF1A ima 5 
funkcionalnih domen, ki so odgovorne za vezavo DNA, dimerizacijo α in β podenot, 
aktivacijo transkripcije in interakcijo s koaktivatorji (49). Pri sesalcih so prisotne tri izoforme 
HIFA, pri čemer je HIF1A stalno aktivna v vseh tkivih, izražanje HIF2A in HIF3A pa je 
tkivno sprecifično (47).  
Gen HIF1A je na 14. kromosomu na mestu q21-q24, kjer je bil lokaliziran tudi lokus 
občutljivosti za SBT2 (49). Spremembe v nukleotidnem zaporedju ali izražanju HIF1A so 
dokazano povezane z razvojem številnih bolezni. Transkripcijski faktor HIF1A uravnava 
transkripcijske odgovore na hipoksijo velikega števila genov, kar uravnava celično oskrbo s 
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kisikom in ohranja sposobnost preživetja celic tudi v pogojih z nizko koncentracijo kisika 
(50, 51, 52, 53). Prav tako je vključen v metabolizem in redoks homeostazo (katabolizem 
glukoze, regulacija presnove lipidov) žilnega odziva na hipoksijo (angiogeneza, vpliv na 
endotelijske celice), razvoj raka (tumorogeneza, metastaziranje, angiogeneza, rakavost 
matičnih celic, uravnavanje presnove v rakavih celicah) in vnetja (54). Poleg tega, da 
uravnava izražanje genov, ki kodirajo beljakovine, se je izkazalo, da HIF1A uravnava tudi 
gene za nekodirajoče RNA, vključno z mikro RNA (miRNA) (55). 
V pogojih normalne preskrbe s kisikom je HIF1A izjemno nestabilen (49). V tem primeru 
se gen izraža le, kadar so celice stimulirane z rastnimi faktorji, vnetnimi citokini, laktatom 
ali prostaglandini (9). Negativno uravnavanje HIF1A v normoksičnih pogojih poteka preko 
razgradnje domene, odvisne od kisika (ODD). Proteinski ostanki prolina so v takšnih pogojih 
hidroksilirani in posedujejo visoko afiniteto za vezavo na protein von Hippel Landau (VHL), 
s čimer se usmeri v razgradnjo (49). V hipoksičnih okoljih je znotrajcelična hidroliza 
proteina preprečena, saj prolinski in asparaginski ostanki proteina HIF1A niso hidroksilirani. 
V serumu lahko zasledimo povišane vrednosti proteina HIF1A, ki je posledica celične 
apoptoze, povzročene zaradi hipoksije (48). Verjetno je prav povečana apoptoza odgovorna 
za zmanjšano delovanje β-celic trebušne slinavke pri SBT2 (49).  
Haligur in sodelavci so v imunohistokemijski raziskavi odkrili visoko povišanje HIF1A pri 
inducirani sladkorni bolezni v primerjavi s kontrolno skupino. Povišanje je bilo opaženo 
predvsem v Langerhansovih otočkih trebušne slinavke. Pozitivna imunoreakcija je bila 
prisotna tudi v hepatocitih ter v proksimalnih in distalnih tubulih ledvic. Dokazali so, da so 
začetne lezije opazne že v zelo zgodnjih fazah, čeprav je SB kronična in progresivna bolezen 
(9).  
Sayed in Mahmoud sta pri 100 bolnikih s SBT2 in 70 zdravih posameznikih izmerila 
serumske koncentracije HIF1A z encimsko imunoadsorpcijsko analizo (ELISA). 
Koncentracije HIF1A so bile občutno višje pri bolnikih s SBT2 kot pri kontrolni skupini in 
višje pri bolnikih z izraženo diabetično retinopatijo (DR) v primerjavi z bolniki brez 
zapletov. Koncentracije so naraščale tudi s stopnjo diabetične retinopatije. Hipoksija namreč 
narašča z napredovanjem DR (48). 
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Polimorfizem HIF1A rs11549465 
V genu HIF1A je opisanih 32 enonukleotidnih polimorfizmov, med drugim dva, ki sta 
locirana v kodirajočem področju. Polimorfizmem rs11549465 (NM_001530.4:c.1744C>T) 
gena HIF1A je ena izmed največkrat preiskovanih sprememb v tem genu, saj gre za 
spremembo znotraj območja razgradnje, odvisne od kisika (ODD) (47).  
Rs11549465 je v 12. eksonu: na primarnem nivoju povzroči spremembo citozina v timin in 
posledično spremembo prolina v serin na aminokislinskem mestu 582 (p.Pro582Ser) v 
izraženem proteinu. Opisana je bila pomembna povezava med SBT2 in omenjenim 
polimorfizmom (49).  
Pri bolnikih s SBT1 in SBT2 je opisana večja frekvenca normalnega alela HIF1A 
rs11549465 C v primerjavi s kontrolno skupino zdravih posameznikov. To velja za bolnike 
s SB tipa 1 kot tudi tipa 2, kar kaže na to, da so učinki tega polimorfizma HIF1A podobni 
pri obeh tipih SB. Študija je pokazala, da ima alel T zaščitni učinek pred SB, alel C pa 
predstavlja dejavnik tveganja za SBT1 in SBT2. Nekatere študije so pokazale, da je ob 
prisotnosti polimorfizma rs11549465 povečana transkripcijska aktivnost gena HIF1A in 
vitro v normo in hipoksičnih pogojih, vendar je učinek odvisen tudi od specifičnih 
koaktivatorjev v različnih vrstah celic (49).  
1.2 TELOMERI 
Telomeri so nukleoproteinske strukture, ki so na koncih linearnih kromosomov. Sestavljajo 
jih tandemske ponovitve visoko ohranjenega heksamernega kratkega zaporedja DNA, ki je 
pri vretenčarjih sledeče: TTAGGG. Zaporedje tvori enoverižni prevoj, imenovan t-zanka 
(55, 56, 57). Struktura t-zanke nastane z nukleolitično aktivnostjo na skrajnih koncih 
telomerne DNA, tako da tvori enoverižni prevoj, ki je bogat z gvaninom. Prevoj se ukrivi in 
prodre v dvoverižni telomerni trakt, kar zagotavlja, da so ohlapni konci DNA zaščiteni z 
nukleoproteinsko strukturo (58).  
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Slika 1: Telomeri na koncih kromosomov ter t-zanka (povzeto po 59) 
Telomeri skupaj s številnimi proteini, med drugim s proteini šelterinskega kompleksa, 
pokrivajo kromosomske konce. Interakcije med proteini šelterinskega kompleksa in 
telomerno DNA stabilizirajo strukturo telomerov in uravnavajo dostop proteinov, vključenih 
v popravilo in podaljševanje DNA (56, 57, 58).  
Telomeri preprečujejo, da se neokrnjeni kromosomi po pomoti ne združijo, in preprečujejo 
napredujočo izgubo pomembnih kodirajočih zaporedij na koncih kromosomov (60, 61, 62). 
Poleg tega imajo telomeri osrednjo vlogo v uravnavanju ločevanja kromosomov med mitozo 
in mejozo (61). Pri odsotnosti popravljalnih procesov se dolžina telomerov z vsako delitvijo 
celice zmanjšuje, količina izgubljene DNA v vsakem ciklu celične delitve pa se lahko poviša 
zaradi pogojev v celici, najbolj očitno zaradi oksidativnega stresa. Glavni proces vzdrževanja 
dolžine telomerov omogoča encim telomeraza, ki je različno aktiven v različnih vrstah celic, 
v različnih fazah življenja in pri različnih vrstah (56).  
Ko se telomeri skrajšajo na kritično dolžino, postanejo nefukcionalni, kar sproži replikativno 
staranje celice (senescenco), ki pogosto vodi v celično smrt. Telomeri imajo torej ključno 
vlogo pri vzdrževanju genomske integritete celice in njenega replikativnega potenciala (56). 
1.2.1 DOLŽINE TELOMEROV 
Dolžina telomerov (DT) in njihova dinamika se razlikujeta glede na vrsto celic in tkiv zaradi 
razlik v proliferaciji celic, stopnji obnavljanja celic in stopnji obnove telomerov. Tkiva, ki 
imajo nizko stopnjo podvajanja in minimalno izražanje telomeraze (na primer centralni 
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živčni sistem in mišice), lahko kažejo le majhno spremembo dolžine telomerov v odrasli 
dobi (56). 
DT se med posamezniki razlikuje že ob rojstvu, številni dejavniki v življenju pa razlike le še 
povečajo. DT se ne razlikuje le med različnimi kromosomi, temveč tudi med homolognimi 
kromosomi. Kaže, da se kromosomi z daljšimi telomeri hitreje krajšajo, kar pomeni, da je 
krajšanje telomerov odvisno tudi od predhodne DT. Daljši telomeri predstavljajo večje tarče 
za proste radikale, ki napadajo ponovitve treh G na telomerih (63).  
Število ponovitev heksamerov DNA se zmanjša ob vsaki celični delitvi v diferenciranih 
celicah – posledično se DT zmanjšuje vso življenje. Kritično skrajšanje telomerov lahko 
privede do fuzije koncev kromosomov in povišane ravni kromosomske nestabilnosti (57). 
Dokazano je bilo, da lahko določeni okoljski dejavniki pospešijo krajšanje telomerov (64, 
65, 66, 67, 68). Na učinkovitost vzdrževanja DT pa vpliva tudi spol: moški imajo nasploh 
krajše DT kot ženske (69, 70).  
Povprečna dinamika skrajševanja telomerov je ocenjena na 20–25 bp na leto (71, 72), po 
nekaterih podatkih pa celo 40 bp na leto (63). Ko se telomeri skrajšajo pod kritično raven, 
proteini, ki sestavljajo šelterinski kompleks, niso več zmožni povezave s telomernim 
zaporedjem in tako ne morejo opravljati svoje vloge pri zaščiti koncev kromosomov. Zaradi 
tega je glavni omejujoči dejavnik funkcije telomerov prav njihova dolžina. To predstavlja 
velik problem pri celicah, ki se pogosto delijo. V teh celicah je pomembno ohranjanje DT, 
ki zagotavlja dolgotrajno reproduktivno zmogljivost. To omogočata dva primarna 
mehanizma: telomeraza, specializiran encim, ki deluje neposredno, ali homologna 
rekombinacija, ki posredno podaljšuje telomere. Telomeraza je ribonukleinski proteinski 
kompleks, sestavljen iz katalitične podenote telomerazne reverzne transkriptaze, ki 
sintetizira nove telomerne ponovitve s sintezo glede na matrico, ki je telomerazna RNA. V 
večini celic je njeno delovanje onemogočeno s kompetitivno vezavo nekodirajoče RNA, ki 
vsebuje telomerne ponovitve, na telomerazno RNA. Številne celice izražajo telomerazo, pri 
tistih, ki je ne izražajo (ali pri katerih je telomeraza inhibirana), pa se lahko telomere 
podaljšajo s homologno rekombinacijo. V tem primeru 5' konec telomera iz ene kromatide 
prodre v t-zanko homologne kromatide. Ta struktura spominja na replikacijske vilice in 
omogoča podaljšanje verige (58).  
Vedernjak, B. Ugotavljanje povezanosti glikemične urejenosti in variabilnosti v genu HIF1A 
z dolžino telomerov pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2. Magistrska naloga. Univerza 
v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2020 
 
 12     
  
Dokazano je bilo, da je krajša dolžina telomerov neposredno povezana s tveganjem 
miokardnega infarkta in koronarne bolezni, s preživetjem pri raku dojke in karcinomu 
ledvičnih celic, z umrljivostjo po kapi, demenco, kognitivno sposobnostjo in življenjsko 
dobo, neodvisno od drugih genetskih vplivov (73, 74, 75, 76, 77, 78). 
Obstaja več metod za določitev DT, ki so različno zahtevne in imajo različen namen. Metode 
se med seboj razlikujejo tudi glede na količino informacij, ki jih z njimi pridobimo, glede na 
čas in opremo, ki jo potrebujemo za obdelavo vsakega vzorca, in glede na finančne stroške. 
Dve najbolj razširjeni metodi za oceno DT sta pristop s kvantitativnim pomnoževanjem s 
PCR (qPCR) in analiza telomernih restrikcijskih fragmentov (TRF) (56).  
Analiza telomernih restrikcijskih fragmentov – TRF 
TRF uporablja merjenje povprečne DT glede na razporeditev telomernih restrikcijskih 
fragmentov po izpostavitvi DNA restrikcijskim encimom, ki ne režejo v območju sekvence 
telomerov. Šteje za zlati standard določevanja DT in se široko uporablja za validacijo in 
optimizacijo novih metod. Glavni koraki v TRF so: izpostavitev gDNA restrikcijskim 
encimom, elektroforeza fragmentov na agaroznem gelu, hibridizacija z uporabo 
tradicionalnih denaturacijskih blokov ali nedenaturacijske hibridizacijske tehnike v gelu, 
slikovna analiza telomernih razmazov na nastalih gelih za oceno dolžine telomerov. Je 
tehnično zahtevna, zahteva relativno visoke koncentracije DNA in visok nivo strokovnega 
znanja. Ima pa tudi veliko prednosti, med drugim takojšnjo kvantifikacijo porazdelitve DT 
v kb enotah (56). 
Kvantitativno pomnoževanje s PCR (qPCR)  
Metodo določanja DT, ki temelji na qPCR, je razvil Richard Cawthon. Ta metoda daje oceno 
količine telomernega zaporedja, prisotnega v vzorcu, glede na količino določenega 
standardnega genskega zaporedja, ki leži na avtosomnem kromosomu in ima vedno enako 
število kopij. Sledi splošnim načelom verižne reakcije s polimerazo (PCR), v kateri DNA 
služi kot matrica za svoje lastno podvajanje. Eksponentna narava PCR pomeni, da je število 
toplotnih ciklov, ki so potrebni za pomnoževanje produkta, dokler ne doseže določenega 
praga v eksponentni rasti, sorazmerno s količino izvirne matrične DNA. To izmerimo z 
interkalirajočim barvilom, kot je SYBR Green, ki fluorescira, kadar se veže na novo 
generirano dvojnovijačno DNA. Kadar določamo DT, imamo dve tarči za pomnoževanje: 
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telomerno zaporedje (T) in genetsko zaporedje gena, ki ima vedno enako število kopij, ki 
služi kot standard (S) (56).  
 
Slika 2: Postopek določanja DT s QPCR (povzeto po 79) 
Pomembni koraki v razvoju in validaciji qPCR za določitev telomerov, so: identifikacija 
primernega nespremenljivega števila kopije genetskega zaporedja, preverjanje učinkovitosti 
pomnoževanja in specifičnosti talilne krivulje gena, ki ima vedno enako število kopij, in 
telomernega zaporedja med analizo, vzpostavitev visoke ponovljivosti znotraj in med 
ploščami (56). 
Za natančne in ponovljive rezultate je treba doseči določeno pomnoževanje in visoko 
učinkovitost pomnoževanja tako za T kot S pomnožke. Specifičnost pomnoževanja lahko 
določimo s talilno krivuljo, ki mora pokazati vrh T in S pomnožka. Učinkovitost 
podvojevanja pomeni relativno povišanje koncentracije pomnožka na cikel, pri katerem 
podvojitev pomeni 100-odstotno učinkovitost. Učinkovitost lahko ocenimo za vsak 
pomnožek s pomočjo standardne krivulje (56).  
QPCR je trenutno najbolj časovno učinkovita in visoko zmogljiva metoda, ki zahteva majhne 
količine DNA. Velika slabost relativnega qPCR testa za določanje DT pa je ta, da poda 
rezultat kot relativno vrednost telomernega zaporedja na genom in ne povprečne DT v kb 
(56). 
Vpliv oksidativnega stresa na dolžino telomerov 
Izpostavljenost visoki stopnji hipoksije lahko inducira prilagojen odziv celic, jih poškoduje 
ali celo privede do apoptoze. Krajšanje in poškodbe telomerov so povezani s celičnim 
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staranjem in apoptozo ter lahko pospešijo celični odziv na poškodbe, vendar obstaja veliko 
nasprotujočih si mnenj glede vpliva hipoksije na DT (80). Nekatere študije kažejo, da 
hipoksija poviša telomerazno aktivnost in posledično vodi v daljšanje telomerov (80, 81, 82, 
83). Po drugi strani pa obstajajo tudi nasprotni dokazi, ki kažejo na to, da oksidativni stres 
privede do krajšanja telomerov preko povišane proizvodnje ROS (83, 84, 85). Iz dosedanjih 
raziskav lahko sklepamo, da akutna izpostavljenost zmerni hipoksiji preko prilagojenega 
odziva poviša telomerazno reverzno transkriptazno aktivnost in posledično pozitivno vpliva 
na DT, ob kronični izpostavljenosti pa je ta vpliv ravno obraten zaradi prevelike tvorbe ROS.  
Vedernjak, B. Ugotavljanje povezanosti glikemične urejenosti in variabilnosti v genu HIF1A 
z dolžino telomerov pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2. Magistrska naloga. Univerza 
v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2020 
 
 15     
  
2. NAMEN IN POTEK DELA TER HIPOTEZA 
Bolniki s sladkorno boleznijo tipa 2 (SBT2) imajo krajše dolžine telomerov (DT), vendar 
vzrok za to ni jasen. Namen dela je ugotoviti, ali sta glikemična urejenost in variabilnost 
gena HIF1A povezani s pospešenim krajšanjem DT pri SBT2.  
 
Bolnikom s SBT2 bomo določili DT. Za določitev relativne DT v primerjavi s kontrolnim 
genom bomo vpeljali modificirano Cawthonovo metodo qPCR, ki omogoča sočasno 
določanje obeh odsekov in kvantifikacijo s standardno krivuljo. HIF1A je povezan z 
odzivom na hipoksijo, preko hiperglikemije, ki vpliva na njegovo izražanje, pa morda tudi z 
razvojem zapletov SBT2. Izbran polimorfizem gena HIF1A bomo genotipizirali s 
kompetitivno alelno-specifično metodo PCR (KASP). Glikemično urejenost bolnikov bomo 
ocenili s koncentracijo glukoze na tešče, variabilnostjo koncentracije glukoze na tešče in 
vrednostjo glikiranega hemoglobina. Dodatno bomo preverili tudi vpliv števila meritev 
glukoze na tešče v ciljnem območju, izraženega v odstotkih. Vpliv kliničnih značilnosti 
bolnikov na dobljene eksperimentalne rezultate bomo statistično ovrednotili.  
 
Hipoteza 
Glikemična urejenost in genetska variabilnost gena HIF1A vplivata na dolžino telomerov pri 
bolnikih s SBT2: 
1. slabša glikemična urejenost bolnikov s SBT2 je povezana s krajšimi dolžinami 
telomerov,  
2. prisotnost pogostejšega alela polimorfizma rs11549465 gena HIF1A je povezana s 
krajšimi dolžinami telomerov. 
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3. MATERIALI IN METODE 
Vsebina magistrske naloge je del raziskovalnega programa P1-0170 pri Agenciji Republike 
Slovenije za raziskovanje. Nosilka programa je prof. dr. Vita Dolžan, dr. med., z Medicinske 
fakultete Univerze v Ljubljani. Pridobljeno je bilo mnenje Komisije za medicinsko etiko s 
številko odločbe 81-01-11.  
Raziskovalni del naloge je potekal v več korakih. Najprej smo iz dnevnikov za vodenje 
sladkorne bolezni zbrali in izpisali podatke o koncentraciji glukoze na tešče za vse bolnike 
in izračunali glikemično variabilnost. Predhodno izoliranim vzorcem DNA smo določili 
koncentracije, z agarozno gelsko elekroforezo smo ocenili fragmentiranost vzorcev in vzorce 
razredčili na ustrezno koncentracijo. Nato smo s kvantitativnim PCR določili dolžine 
telomerov v vzorcih DNA in z genotipizacijo KASP opredelili polimorfizem gena HIF1A. 
Na koncu je sledila še statistična obdelava kliničnih podatkov in rezultatov, pridobljenih s 
qPCR in genotipizacijo KASP v programu SPSS. 
3.1 PREISKOVANCI 
V raziskavo smo vključili 155 bolnikov s SBT2 (poglavje 4.1 Preiskovanci), ki so bili 
obravnavani v diabetološki ambulanti Splošne bolnišnice Trbovlje. Odvzem krvi in izolacija 
DNA je bila že predhodno izvedena leta 2011 za potrebe drugih sklopov te raziskave (86, 
87, 88, 89). Vzorci DNA so bili shranjeni v hladilniku na +4 ̊C. 
3.2 PRIDOBITEV PODATKOV O GLIKEMIČI UREJENOSTI 
Za pridobitev podatkov o glikemični urejenosti smo uporabili podatke iz dnevnikov za 
vodenje SB, kamor so bolniki zapisovali vrednosti glukoze v krvi, ki so jo izmerili sami. 
Meritve so izvajali zjutraj na tešče, in sicer enkrat tedensko v obdobju treh mesecev.  
Vzorce, za katere nismo imeli relevantnih podatkov o glikemični urejenosti, smo izključili 
iz nadaljnje raziskave. Za izključitev bolnika iz raziskave smo se odločili, če meritve glukoze 
niso bile izvedene na tešče ali če je bilo vneseno premajhno število meritev. Če so bolniki 
vrednosti glukoze beležili pogosteje, kot je bilo potrebno, smo upoštevali vse meritve.  
Vrednosti HbA1c so bile izmerjene v sklopu predhodne raziskave (86).  
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3.2.1 Izračun glikemične variabilnosti 
Glikemično variabilnost smo podali kot koeficient variacije. Tako podajanje priporočajo 
številne študije (10, 11, 12, 13, 90), omogoča pa tudi enostavno interpretacijo. Izračune smo 
opravili v programu Microsoft Excel. Koeficient variacije smo izračunali za vsakega 
posameznika po enačbi: 
Enačba 1: Izračun koeficienta variacije glikemične variabilnosti 
𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑛𝑖 𝑜𝑑𝑘𝑙𝑜𝑛
povprečna vrednost
 𝑥 100 
3.2.2 Določitev odstotka meritev glukoze na tešče v ciljnem območju 
Za vsakega posameznika smo pregledali zbrane meritve glukoze na tešče in določili, v 
kakšnem odstotku dosegajo ciljne vrednosti. Meritev je bila v ciljnem območju, če je bila 
koncentracija glukoze na tešče med 3,9–8 mmol/L. Rezultat smo izrazili v odstotkih, in sicer 
na način: 
Enačba 2: Izračun odstotka meritev glukoze na tešče v ciljnem območju 




3.3 PRIPRAVA VZORCEV 
 
3.3.1 SPEKTROFOTOMETRIČNA DOLOČITEV KONCENTRACIJE DNA 
Pred samim začetkom raziskave smo izmerili absorbance vzorcev DNA z aparatom Biotek 
Synergy 2 (Biotek Instruments, Inc., ZDA) in na ta način določili koncentracije DNA v 
vzorcih v ng/µL.  
Aparat določi koncentracijo DNA v vzorcu s pomočjo spektrometrije. Za meritev 
absorbance uporablja ksenonsko luč z monokromatorjem za nabor valovne dolžine med 200 
in 999 nm (91).  
Reagenti in materiali 
– vzorec DNA, 
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–  avtomatska pipeta (Rainin, ZDA), 
– nastavki za pipete (10 µL), 
– reagenčna ploščica s 16 jamicami (Biotek Synergy 2, Gen5-Take3), 
– aparat Biotek Synergy 2 (Biotek Instruments, Inc., ZDA), 
– 70-odstotni etanol za čiščenje delovne površine. 
Postopek 
Merjenje je potekalo na ploščici s 16 jamicami. V vsako jamico smo nanesli po en vzorec 
volumna 2 µL. Ploščico smo nato vstavili v aparat, ki je spektrofotometrično izmeril 
absorbance in izračunal koncentracije DNA v vzorcih. Meritev absorbance je potekala pri 
dveh valovnih dolžinah, in sicer pri 260 nm in 280 nm. Ti dve valovni dolžini sta bili izbrani 
zato, ker imajo pri 260 nm največjo aborbanco dušikove baze, pri 280 nm pa proteini, ki so 
kot nečistoče prisotni v raztopini DNA. Aparat je nato preračunal koncentracije DNA v 
vzorcih glede na razmerje med absorbancami obeh valovnih dolžin. Velja, da je 
koncentracija DNA 50 µg/mL (50 ng/µL), če je absorbanca A260 enaka 1. Rezultat je podan 
kot koncentracija DNA v ng/µL.  
3.3.2 OCENA FRAGMENTIRANOSTI VZORCEV Z GELSKO ELEKTROFOREZO 
Ker so bili vzorci shranjeni že dlje časa, bi lahko prišlo do razpada DNA in njene 
fragmentiranosti. Zato smo vse vzorce, ki smo jim v prejšnjem koraku izmerili koncentracijo 
DNA, ki je bila nižja od 200 ng/µL, preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Z 
elektroforezo smo želeli izključiti morebitno fragmentiranost vzorcev, še posebej v primerih, 
ko smo določili nizke koncentracije DNA v vzorcih.  
 
Elektroforeza je potekla pri naslednjih pogojih: 
– 1-odstotni agarozni gel, 
– pufer: TBE (89 mM Tris, 89 mM borat, 2 mM EDTA), 
– čas: 45 minut,  
– napetost: 90 V, 
– barvilo: etidijev bromid (0,625 mg/mL). 
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Reagenti in materiali 
– agaroza (Sigma-Aldrich, ZDA; SO₄: ≤ 0,14 %), 
– TBE pufer (ThermoFisher Scientific™, ZDA), 
– etidijev bromid (Invitrogen, ZDA), 
– vzorci DNA, 
– molekulski označevalec velikosti DNA (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, 
Thermo Scientific™, ZDA), 
– merilna tehtnica (Kern EW, Nemčija), 
– čaša,  
– žlička, 
– mikrovalovna pečica, 
– avtomatska pipeta (Rainin, ZDA),  
– nosilec za gel (Bio-Rad, ZDA), 
– elektroforezni glavniček, 
– elektroforezna kadička (Sub-Cell Agarose Gel Electroforesis System, Bio-
Rad, ZDA), 
– vir napetosti (Pharmacia LKB-GPS 200/400, Švedska), 
– UV lučka (Flӓchenstahler, Hӧnle, Nemčija), 
– 70-odstotni etanol za čiščenje delovne površine, 
– rokavice. 
Postopek 
Najprej smo pripravili agarozni gel za elektroforezo. Uporabili smo 1-odstotni agarozni gel, 
s katerim dobimo srednje velike pore in ki omogoča ločevanje molekul DNA, velikih nekaj 
sto do nekaj tisoč bp.  
 
Gel smo pripravili po sledečem postopku: 
1. v čašo smo natehtali 1 g agaroze; 
2. dodali smo 100 mL 1x TBE; 
3. mešanico smo segrevali v mikrovalovni pečici v krajših intervalih (30 s) in mešali, 
dokler se agaroza ni popolnoma raztopila v pufru;  
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4. dodali smo toliko destilirane vode, da je bila masa enaka tisti pred segrevanjem (med 
segrevanjem namreč nekaj pufra izpari); 
5. dodali smo 10 µL etidijevega bromida; 
6. gel smo ohladili na 60 °C. 
Etidijev bromid je znan karcinogen, zato smo bili pri rokovanju z njim previdni in uporabljali 
rokavice, gel pa smo pripravili v digestoriju.  
Nadaljnji postopek je bil naslednji: 
1. pripravljeno in ohlajeno raztopino gela smo zlili v nosilec za gel, dodali 
elektroforezni glavniček (ta zagotovi jamice v gelu za nanos vzorcev) in ga pustili 
približno 30 minut, da se je strdil; 
2. ko se je gel strdil, smo odstranili glavniček, gel prestavili v elektroforezno kadičko 
in ga prelili s pufrom TBE;  
3. vsak vzorec smo odpipetirali v ločeno mikrocentrifugirko v sledečih volumnih: 
– vzorec s koncentracijo 20 ng/µL: 8 µL, 
– vzorci s koncentracijo < 100 ng/µL: 5 µL, 
– vzorci s koncentracijo > 100 ng/µL: 3 µL; 
4. k vsakemu vzorcu smo dodali 5 µL nanašalnega pufra z barvilom; 
5. pripravili smo molekulski označevalec velikosti DNA oziroma velikostni standard, 
tako da smo zmešali: 
– 2 µL standarda,  
– 1 µL nanašalnega pufra, 
– 3 µL vode; 
6. vzorce in velikostni standard smo s pipeto previdno nanesli v pripravljene jamice na 
gelu (vsakega nujno s svežim nastavkom za pipete);  
7. kadičko smo pokrili s pokrovom in napetost nastavili na 90 V; 
8. elektroforeza je tekla 45 minut.  
 
Fosfatno ogrodje DNA je negativno nabito, zato vzorci DNA v električnem polju potujejo 
proti pozitivno nabiti anodi. DNA ima enakomerno razmerje med maso in nabojem, zato se 
molekule v agaroznem gelu ločijo po velikosti, tako da je prepotovana razdalja 
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obratnosorazmerna logaritmu njegove molekulske mase. Etidijev bromid je najpogosteje 
uporabljan reagent za obarvanje DNA v agaroznih gelih. Deluje tako, da se interkalira v 
molekulo DNA in sveti, kadar je izpostavljen UV svetlobi (92). Zato smo po končani 
elektroforezi gel osvetlili z UV svetlobo in ga fotografirali.  
3.3.3 REDČENJE VZORCEV DO DELOVNE KONCENTRACIJE 
Reagenti in materiali 
– vzorci DNA, 
– sterilna destilirana voda, 
– ploščica (stojalo) s 96 jamicami, 
– avtomatske pipete (Rainin, ZDA), 
– nastavki za pipete, 
– 70-odstotni etanol za čiščenje delovne površine, 
– sterilni prostor - laminarij (Biosan, ZDA). 
Postopek 
Vse vzorce DNA smo razredčili na končno koncentracijo 20 ng/µL in volumen 50 µL. Za 
takšno koncentracijo smo se odločili zaradi nadaljnje analize s kvantitativnim PCR, ki 
zahteva nizke koncentracije vzorcev, izbran volumen pa je omogočal veliko ponovitev in 
olajšano nadaljnje delo. Uporabili smo ultra čisto vodo, redčitve vzorcev pa smo pripravili 
na ploščici s 96 jamicami.  
Za izračun volumna vzorca smo uporabili naslednjo enačbo: 
Osnovna enačba: 
Enačba 3: Osnovna enačba računanja koncentracij in volumnov 
𝑐1 𝑥 𝑉1 = 𝑐2 𝑥 𝑉2 
Izpeljava enačbe: 
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C1 je začetna koncentracija, V1 začetni volumen, c2 končna koncentracija in V2 končni 
volumen. 
Za izračun volumna vode smo uporabili preprost izračun: 
50 µL − Vvzorca = Vvode 
 
Zaradi razlik v koncentracijah smo po zgornji enačbi za vsak vzorec posebej izračunali, 
kolikšen volumen vzorca in vode potrebujemo, da dobimo želeno koncentracijo. Rezultat 
smo zaokrožili na tri decimalna mesta za DNA in na dve decimalni mesti za vodo. Za razlike 
v zaokroževanju smo se odločili, ker smo za pipetiranje vzorca lahko uporabili pipeto, ki 
omogoča pipetiranje manjših volumnov in posledično večjo natančnost. Redčitve smo 
pripravili na ploščici s 96 jamicami, tako da je vsak vzorec zavzel eno jamico. Številke 
vsakega vzorca smo zapisali na pokrovček nad jamico. 
3.4 DOLOČANJE DOLŽINE TELOMEROV S qPCR 
Analizo smo izvedli na aparatu QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems™), ki omogoča kvantitativno reakcijo PCR. Analiza je potekala v skladu z 
modificirano Cawthonovo metodo, s katero določamo razmerje med relativno dolžino 
telomerov in standardnim genom s pomočjo standardne krivulje. Število pomnožkov 
telomerov se je primerjalo s številom pomnožkov odseka standardnega gena, v našem 
primeru z genom za albumin. Zajem podatkov je tako potekal pri dveh temperaturah, ločeno 
za telomere in za standardni gen. S tem pristopom smo lahko določili relativno dolžino 
telomerov, in to v razmeroma kratkem času; potrebna je bila nizka koncentracija DNA, 
detekcija pa je potekala s pomočjo fluorescence (93). 
Pri qPCR se pomnoževanje odseka zazna kot akumulacija fluorescentnega barvila, kot je 
SYBR Green. Pražni cikli (ct) so definirani kot število ciklov, ki je potrebno, da signal 
fluorescentnega barvila preide bazno linijo in tako preseže signal ozadja. Ct predstavlja 
območje med pomnoževalno krivuljo in bazno linijo. Je relativna meritev koncentracije 
pomnoženega tarčnega zaporedja v reakciji PCR (94). 
Relativno dolžino telomerov lahko s pomočjo qPCR izmerimo tako, da uporabimo 
oligonukleotidne začetnike, ki hibridizirajo na ponovitve telomernih heksamerov, saj velja, 
da daljši kot so telomeri, večje je število vezavnih mest. Oligonukleotidne začetnike smo 
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izbrali tako, da sta bila oba pomnožka majhna, na oba konca pomnožka pa smo dodali GC 
sponke, kar je povišalo njegovo temperaturo tališča (95). 
Ct za prvo, bolj številčno tarčno zaporedje, v našem primeru telomerno zaporedje, smo zbrali 
v zgodnejših ciklih, ko je bil signal iz drugega, manj številčnega tarčnega zaporedja, v našem 
primeru torej standardnega zaporedja za albumin, še vedno v izhodiščni vrednosti. Ct 
vrednosti za drugi pomnožek smo zbrali, ko je bila temperatura visoko nad temperaturo 
tališča (Tm) prvega pomnožka (95). 
Izbira oligonukleotidnih začetnikov 
Uporabili smo dva para oligonukleotidnih začetnikov. Prvi par je predstavljal 
oligonukleotidne začetnike za telomere, drugi pa za standardno DNA oziroma gena za 
albumin. Zaporedja oligonukleotidnih začetnikov smo povzeli po literaturi (95), njihova 
zaporedja so navedena v Preglednici 1. Koncentracije oligonukleotidnih začetnikov za 
optimalno analizo smo določili eksperimentalno. Preizkusili smo naslednje koncentracije: 
300 pM, 400 pM, 500 pM in 600 pM.  
Preglednica 1: Uporabljeni oligonukleotidni začetniki in njihova zaporedja (95) 
Oligonukleotidni 
začetniki 
Nukleotidno zaporedje (5'→3') 
Telomere smerni 















– HRM Mastermix (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
– oligonukleotidni začetniki za albumin (smerni in protismerni), 
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– oligonukleotidni začetniki za telomere (smerni in protismerni), 
– vzorec izolirane DNA, 
–  standardne koncentracije DNA (Human Genomic DNA, Roche, Švica), 
– kontrolni vzorec, 
– sterilna destilirana voda,  
– 70-odstotni etanol za čiščenje delovne površine. 
 
Uporabili smo komercialno dostopno mešanico reagentov MeltDoctor™ HRM Master Mix 
(Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific, ZDA), ki vsebuje:  
– ampliTaq Gold® 360 DNA polimerazo, 
– meltDoctor™ HRM barvilo, 
– mešanico deoksiribonukleotidov (dNTPs), 
– magnezijeve soli (96).  
Materiali 
– reakcijska plošča qPCR s 384 jamicami, 
– plošča s 96 jamicami za pripravo vzorcev, 
– avtomatske pipete: 1000 µL in 200 µL (Rainin, ZDA), 
– elektronska pipeta (Transpette Brand, Brand, Nemčija), 
– večkanalna pipeta (Brand HandyStep, Brand, Nemčija), 
– nastavki za pipete s filtrom (200 µL), 
– nastavki za pipete (1000 µL in 10 µL), 
– 2 mL mikrocentrifugirke, 
– prozorna nalepka za pokrivanje plošč, 
– vibracijski mešalnik (Biosan, ZDA), 
– centrifuga (Eppendorf Minispin, Eppendorf, Nemčija), 
– centrifuga (Eppendorf 5801 R, Eppendorf, Nemčija), 
- flexQuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems™, 
Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
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Postopek 
Reakcija je potekla na plošči s 384 jamicami. Volumen reakcijske zmesi v vsaki jamici je 
bil 10 µL, vseboval pa je: 
– 5 µL MeltDoctor™ HRM Master Mix (Applied Biosystems® Applied 
Biosystems®, Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
– 1 µL DNA, 
– 0,3 µL oligonukleotidni začetnik Albumin smerni, 
– 0,3 µL oligonukleotidni začetnik Albumin protismerni, 
– 0,3 µL oligonukleotidni začetnik Telomere smerni, 
– 0,3 µL oligonukleotidni začetnik Telomere protismerni, 
– 2,8 µL H20. 
 
Reagenti so bili shranjeni v zmrzovalniku na −20 ̊C, zato smo jih pred uporabo odtalili in 
premešali na vibracijskem mešalniku in tako zagotovili ustrezne koncentracije v vsaki 
jamici. Mešanje je bilo pomembno predvsem zato, ker bi med neuporabo vzorcev in 
reagentov lahko prišlo do neenakomerne razporeditve DNA zaradi posedanja na dnu plošče.  
 
Najprej smo v sterilni komori pripravili reakcijsko mešanico, ki je vsebovala mešanico 
reagentov HRM Master Mix, vse oligonukleotidne začetnike (za albumin in telomere) in 
sterilno destilirano vodo. Posamezne volumne komponent reakcijske mešanice smo pred 
vsako analizo preračunali glede na število vzorcev, ki smo jih analizirali, in temu volumnu 
dodali še vsaj 10 %. S tem smo upoštevali napake pri pipetiranju in zagotovili, da bo 
reakcijske mešanice dovolj za vse vzorce. Primer priprave reakcijske mešanice je prikazan 
v Preglednici 2. 
Preglednica 2: Primer priprave reakcijske mešanice*  
 µL MIX 270X (µL) 
HRM Master Mix 5 1350 
DNA 1 / 
Primer Alb F 0,3 81 
Primer Alb R 0,3 81 
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Primer Tel F 0,3 81 
Primer Tel R 0,3 81 
H20 2,8 756 
* Števila v zadnjem stolpcu so odvisna od tega, koliko vzorcev analiziramo. 
Zaradi večje natančnosti in lažjega dela smo reakcijsko mešanico v volumnu 30 µL s 
pomočjo elektronske pipete prenesli na ploščo s 96 jamicami. K reakcijski mešanici smo 
nato dodali vzorce DNA v volumnu 3,3 µL tako, da smo vsak vzorec nanesli v svojo jamico 
k reakcijski mešanici. Za določitev standardne krivulje smo uporabili pet vzorcev standardne 
DNA znanih koncentracij (Human Genomic DNA, Roche). Standarde smo analizirali v štirih 
paralelkah: na ploščo smo torej odpipetirali 40 µL reakcijske mešanice in 4,4 µL standardne 
DNA. Na vsako ploščo smo dodali še kontrolo in slepo kontrolo (enaki volumni kot za 
standardne DNA). V Preglednici 3 so prikazani volumni reagentov, na Sliki 3 pa je prikazan 
primer porazdelitve na plošči s 96 jamicami. V stolpcih 1–10 so vzorci, 11–12 pa standardi 
različnih koncentracij in kontrole. 
Preglednica 3: Volumni na plošči s 96 jamicami 
 Vzorci (µL) Standardna krivulja, kontrole (µL) 
Reakcijska mešanica 30 40 
DNA 3,3 4,4 
 
 
Slika 3: Primer porazdelitve vzorcev 1 do 80, standardne DNA petih koncentracij (1, 85 do 150), kontrolnega vzorca DNA 
(kont) in slepega vzorca (ntc) na plošči za pripravo vzorcev s 96 jamicami.  
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Iz tako pripravljene manjše plošče smo nato s pomočjo multikanalne pipete odpipetirali 
volumen 10 µL na ploščo za qPCR s 384 jamicami, na kateri je potekala reakcija. Da smo 
se izognili morebitnim mehurčkom, ki bi lahko nastali med pipetiranjem, smo pred začetkom 
ploščo qPCR z vsemi nanesenimi vzorci in reagenti pokrili s prozorno nalepko za ploščo in 
kratko centrifugirali.  
 
Na vsako ploščo smo torej poleg vzorcev vključili še pet redčitev standardne DNA znanih 
koncentracij, ki služijo za standardno krivuljo za relativno kvantifikacijo. Do uporabljenih 
koncentracij smo prišli z ustreznimi redčitvami. Uporabili smo naslednje koncentracije: 1,85 
ng/µL, 5,56 ng/µL, 16,67 ng/µL, 50 ng/µL in 150 ng/µL. Na ploščo smo nanesli tudi 
kontrolni vzorec standardne DNA (oznaka kont) in slepo kontrolo (oznaka ntc), ki ne vsebuje 
vzorca, da smo lahko izključili morebitno kontaminacijo plošče. Na Sliki 4 lahko vidimo 
končno razporeditev vzorcev na reakcijski plošči s 384 vzorci za qPCR. V stolpcih 1–15 so 
vzorci, naneseni v triplikatih, 16–19 pa standardi po naraščajočih koncentracijah (ng/µL), 
kontrola (kont) in slepa kontrola (ntc) v štirih paralelkah. 
 
 
Pred zagonom aparata qPCR smo v programu QuantStudio™ Real-Time PCR Software 
nastavili ustrezne pogoje, določili pozicije vzorcev in standardov ter določili pogoje 
pomnoževanja in zajema rezultatov (natančen opis sledi v nadaljevanju pod točko »Cikli 
qPCR«).  
Slika 4: Prikaz razporeditve po treh ponovitev vzorcev in štirih ponovitev kontrolnih vzorcev na reakcijski plošči s 384 
vzorci za qPCR 
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Cikli qPCR 
Kvantitativni PCR je potekal v več zaporednih ciklih pri različnih temperaturah. Uporabili 
smo sledeče zaporedje temperaturnih ciklov:  
– 1. stopnja: 15 min pri 95 °C, 
– 2. stopnja: 2 cikla po 15 s pri 94 °C in 15 s pri 49 °C, 
– 3. stopnja: 32 ciklov po 15 s na 94 °C, 10 s pri 62 °C, 19 s pri 74 °C, 10 s pri 84 
°C, 19 s pri 88 °C, 
– stopnja talilne krivulje: 15 s pri 95 °C, 1 min pri 60 °C, 15 s pri 95 °C. 
 
V prvi stopnji reakcije PCR se je AmpliTaq DNA polimeraza toplotno aktivirala, genomska 
DNA pa denaturirala. V naslednji fazi smo potrebovali dva cikla relativno nizkih temperatur 
za učinkovito prileganje in podaljševanje telomernih oligonukleotidnih začetnikov. Temu je 
nato v tretji stopnji sledila denaturacija, prileganje in podaljševanje z zajemom prvega 
signala pri temperaturi 74 °C, ki predstavlja vrednosti ct pri pomnoževanju telomernih 
odsekov. To je bilo v zgodnjih ciklih, ko je bil signal pomnoževanja albuminov še na bazni 
liniji. Sledila sta dva nekonvencionalna koraka: inkubacija pri 84 °C za 10 s in pri 88 °C za 
15 s in zajem drugega signala. Povišanje temperature na 84 °C je stalilo zgodnji telomerni 
produkt, kar je sprostilo DNA polimerazo (veže se na dvoverižno, vendar ne na enoverižno 
DNA), ki se je sedaj lahko vezala na albuminsko zaporedje, tako da se je sinteza DNA lahko 
nadaljevala. Oligonukleotidni začetniki za albumin imajo namreč visoko temperaturo 
prileganja, Taq polimeraza DNA pa ostane aktivna tudi pri tako visokih temperaturah. 
Nadaljnje povišanje temperature na 88 °C je zagotovilo, da se je produkt podvojevanja 
telomerov popolnoma stalil in ni motil naraščajočega signala fluorescence barvila SYBR 
Green ob akumulaciji albuminskega pomnožka. Na tej točki smo zajeli ct vrednosti 
pomnoževanja albuminov (95).  
Izris standardnih krivulj in določitev vrednosti vzorcev 
Iz rezultatov meritev standardne DNA smo v programu QuantStudio TM Real-Time PCR 
Software izrisali po dve standardni krivulji za vsako ploščo, eno za signal telomerov in drugo 
za albumin (Slika 5 in 6). Za izris standardne krivulje smo uporabili po dve meritvi od štirih, 
tako da smo izključili dve najbolj izstopajoči za vsako koncentracijo standarda. Pomembno 
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je bilo predvsem, da je učinkovitost krivulje (na slikah 5 in 6 pod krivuljo označeno kot 
Eff%), kolikor se le da, blizu 100 %, in da je napaka (na slikah 5 in 6 označeno kot Error) 
čim manjša. Prav tako sta morali biti krivulji med seboj čim bolj primerljivi (dopustili smo 
razliko do 10 %). Enako je veljalo tudi za standardne krivulje na drugih ploščah, ki smo jih 
analizirali nek drug dan. Prav vse standardne krivulje so morale biti med seboj primerljive, 





Slika 6: Primer standardne krivulje za pomnoževanje odseka gena za albumin 
 
Slika 5: Primer standardne krivulje za pomnoževanje telomernega zaporedja  
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Glede na standardno krivuljo smo nato določili relativno dolžino telomerov posameznega 
vzorca, ki smo ga podali kot razmerje med T in A. T je predstavljal število ng standardne 
DNA, ki je ustrezalo eksperimentalnemu vzorcu za število kopij predloge telomerov (ct za 
telomere), to pa smo delili z A, številom ng standardne DNA, ki je ustrezalo 
eksperimentalnemu vzorcu za število kopij albumina (ct za albumin) (95). 
 
Vzorce smo analizirali v triplikatih, vendar smo pri določanju dolžine upoštevali le dve 
najbolj podobni vrednosti, izstopajočo vrednost pa smo izključili iz nadaljnje analize. Zato 
smo določili T/A razmerje za preostali dve meritvi in rezultat še dodatno preverili z 
izračunom standardnega odklona med njima. Dopustili smo maksimalno 10-odstotni 
standardni odklon med ponovitvama. V kolikor je bil izračunan SD višji od določene 
vrednosti, smo te meritve zavrgli in taiste vzorce ponovno analizirali, saj smo predpostavili, 
da je v tem primeru morda prišlo do napake pri pipetiranju ali kakšnih drugih nepravilnosti. 
Za vzorce, ki smo jim določili vrednosti znotraj dovoljenega intervala, smo končni rezultat 
podali kot povprečno vrednost T/A obeh ponovitev.  
 
Pričakovano je, da je povprečna vrednost razmerja T/A sorazmerna povprečni dolžini 
telomerov na celico. Če je T/A > 1,0, ima vzorec povprečno daljše telomere kot standard 
DNA in obratno: če je T/A < 1,0, predvidevamo, da so telomere v vzorcu krajše v primerjavi 
s standardom (95).  
 
Ker je analiza zaradi večjega števila vzorcev potekala na več ploščah, smo morali zagotoviti 
ustrezno primerljivost med ploščami. To smo preverili tako, da smo primerjali standardne 
krivulje posameznih plošč med seboj. Zanimala sta nas predvsem učinkovitost in vrednost 
r2: želeli smo, da vrednosti niso le optimalne, temveč tudi čim bolj primerljive. V tem 
primeru smo dovolili približno 10-odstotno odstopanje. Primerjali smo tudi vrednosti 
kontrolnih vzorcev na vsaki plošči in določili standardni odklon med njimi, ki je prav tako 
moral biti nižji od 10 %.  
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3.5 DOLOČANJE GENETSKE VARIABILNOSTI GENA HIF1A S KOMPETITIVNIM 
ALELNO SPECIFIČNIM PCR (KASP PCR) 
Polimorfizem HIF1A rs11549465, pri katerem gre za eno nukleotidno spremembo C alela v 
polimorfni T alel, ki vodi v aminokislinsko spremembo p.Pro582Ser, smo genotipizirali z 
alelno-specifično kvantitativno metodo PCR (KASP). Tako smo določili prisotnost 
polimorfizma v posameznem vzorcu.  
 
Pri KASP je šlo za pomnoževanje DNA s cikličnim termostatom in alelno specifičnimi 
oligonukleotidnimi začetniki. Uporabili smo FRET (prenos energije z resonanco 
fluorescence) tehnologijo. Ko so se začetniki hibridizirali s tarčno DNA, sta se fluorescentno 
barvilo in dušilec ločila na podlagi alelno specifičnega pomnoževanja, kar pa je povzročilo 
emisijo ustrezne fluorescence (97). Za razlikovanje označenih alelov smo uporabili merjenje 
fluorescence v končni točki. Njegove prednosti so zmožnost analize velikega števila 
vzorcev, nizki stroški, občutljivost in toleranca na spremembe v kakovosti in količini visoko 
zmogljive vhodne DNA (98). 
 
KASP PCR smo izvedli na aparatu Proflex (AB, Foster City, Kalifornija, ZDA) pod pogoji, 
opisanimi v Preglednici 4. 
Preglednica 4: Pogoji genotipizacije KASP PCR 
 
Reagenti 
– KASP Master Mix (KBioscience), 
– KASP Genotyping Assay (KBioscience, Hoddesdon, Herts, VB), 
– reagenti KASP Genotyping Assay (KBioscience, Hoddesdon, Herts, VB), 
– sterilna destilirana voda, 
– vzorci DNA. 
Gen RS številka Polimorfizem 
Normalni > 
polimorfni alel 
FAM/VIC Pogoji Pogoji PCR 
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Uporabili smo komercialno dostopno reakcijsko mešanico za KASP genotipizacijo (Master 
Mix) in pa set začetnih ologonukleotidov (Assay), ki je značilen za izbrani polimorfizem.  
Materiali 
– avtomatske pipete (Rainin, ZDA), 
– nastavki za pipete, 
– mikrocentrifugirke, 
– vibracijski mešalnik (Biosan, ZDA), 
– robot za pipetiranje Meridian (LGC Middlesex, VB), 
– programska oprema aparata Meridian (LGC, Middlesex, VB), 
– FluoStar Omega reader (LCG, Middlesex, VB), 
– PCR aparat Proflex (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, ZDA), 
– programsko orodje KlusterCaller™ (LGC, Middlesex, VB), 
– centrifuga (Eppendorf 5801 R, Eppendorf, Nemčija), 
– 70-odstotni etanol za čiščenje delovne površine. 
Postopek 
Vzorce DNA smo v volumnu 2 µL odpipetirali na reakcijsko ploščo za PCR (vsak vzorec v 
svojo jamico). Nato smo pripravili reakcijsko zmes za KASP. Reakcijsko zmes smo 
premešali na vibracijskem mešalniku, robot za pipetiranje pa je odpipetiral po 6 µL 
reakcijske mešanice v vsako jamico na plošči z že prisotno DNA.  
Reakcija je potekala na plošči s 384 jamicami. Volumen reakcijske zmesi za vsako jamico 
(vsak vzorec) je bil 8 µL in je vseboval: 
– 4 µL KASP Master Mix, 
– 0,11 µL Assay, 
– 1,89 µL ultra čiste vode, 
– 2 µL DNA. 
 
Ploščico smo pokrili z optično prosojno folijo in jo pred pomnoževanjem na aparatu Proflex 
kratko centrifugirali. Po končani reakciji smo izmerili fluorescence produktov z aparatom 
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FLUOstar Omega in na podlagi izmerjenih barvil VIC in FAM s programskim orodjem 
KlusterCaller™ določili genotipe posameznih vzorcev.  
Reakcijska mešanica za KASP je vsebovala tri testno specifične neoznačene 
oligonukleotidne začetnike. Dva izmed njih sta bila alelno specifična smerna začetna 
oligonukleotida (eden se je vezal na DNA brez polimorfizma, drugi na DNA s preiskovanim 
polimorfizmom), eden pa skupni protismerni začetni oligonukleotid. Oba alelno specifična 
oligonukleotidna začetnika sta vsebovala posebno zaporedje na repu, ki je omogočilo 
fluorescenčni resonančni prenos energije (FRET), in sta bila označena z barvilom. Med 
postopkom PCR se je primeren alelno specifični začetnik vezal na vzorčno DNA in jo 
pomnožil, s tem pa se je na novo sintetizirano verigo pritrdilo tudi zaporedje repa, 
označenega z barvilom, ki pa sedaj ni bilo več dušeno in je emitiralo fluorescenco. Če je bil 
genotip za posamezen polimorfizem enak na obeh kromosomih, je nastal samo en 
fluorescenčni signal, v primeru različnih genotipov pa smo dobili mešan fluorescenčen 
signal obeh barvil (99).  
Uporabili smo barvili FAM in VIC. Fluorescenčni signal prvega je nastal ob vezavi na 
zaporedje z normalnim C alelom (brez polimorfizma), drugega pa ob vezavi na polimorfni 
T alel. Če smo pri določenem vzorcu zaznali samo en signal, je to pomenilo, da je imela 
oseba enak genotip na obeh kromosomih (če smo zaznali fluorescenco barvila FAM, je šlo 
za osebo brez polimorfizma, če pa smo opazili signal barvila VIC, je šlo za osebo, ki ima 
prisoten polimorfizem na obeh kromosomih). Zaznali smo lahko tudi fluorescenco obeh 
barvil, kar je pomenilo, da ima oseba polimorfizem na enem alelu, na drugem pa ne.  
Uporabili smo temperaturni profil PCR s padajočo temperaturo prileganja. Reakcija je 
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Preglednica 5: Protokol reakcije 
Faza protokola Temperatura 
[°C] 










94 20 s 
10 
61 60 s, pri vsakem ciklu znižanje 
temperature za 0,6 °C do 55 °C 
Faza 3: 
pomnoževanje 
94 20 s 
28 
55 60 s 
 
Po končanem KASP smo počakali, da se reakcijska plošča ohladi na manj kot 40 °C in šele 
nato odčitali rezultate.  
Uporabljena metoda uporablja dvofazno metodo PCR s padajočo temperaturo prileganja 
(angl. touchdown PCR), pri kateri sta podaljševanje in prileganje združena v en korak. 
Uporabljena temperatura prileganja je določala specifičnost reakcije in s tem sposobnost 
oligonukleotidnih začetnikov, da so se prilegali na matrico DNA. Cikel PCR se je začel z 
visoko temperaturo prileganja oligonukleotidnih začetnikov, nato pa se je le-ta postopoma 
zmanjševala vsak cikel. Visoka temperatura prileganja na začetku je zagotovila vezavo le 
zelo specifičnih baz med DNA in začetnikom, zato je bilo prvo pomnoženo zaporedje 
najverjetneje tudi tisto, ki smo ga želeli. Temperatura se je nato postopoma zniževala, da 
smo povišali učinkovitost reakcije. Področja, ki so se pomnožila med zgodnjimi zelo 
specifičnimi cikli, so se še naprej pomnoževala in tako presegla morebitna nespecifična 
pomnoževanja, ki bi se lahko pojavila pri nižjih temperaturah. Uporabljeni postopek KASP 
je imel prvih deset ciklov padajočo temperaturo (od 61 °C počasi do 55 °C), nato pa 28 
ciklov klasičnega PCR pri nižji temperaturi prileganja (55 °C). Proizvajalec za slednji del 
narekuje 26 ciklov – mi smo postopek podaljšali za dva cikla in tako dobili še več produkta 
(100). 
Za vse vzorce, ki se v postopku PCR niso uspešno pomnožili in jim posledično nismo mogli 
določiti polimorfizma, smo ponovili celoten postopek. Takšnih vzorcev je bilo šest. 
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3.6 STATISTIČNA ANALIZA 
Najprej smo na podlagi lastnosti populacije in podatkov, ki smo jih imeli na voljo, razdelili 
vzorce v smiselne statistične skupine glede na ciljne vrednosti ali na visoke in nizke 
vrednosti. Nato smo preverili, ali se vrednosti spremenljivk v posameznih skupinah 
porazdeljujejo normalno. Za test normalnosti smo uporabili Kolmogorov-Smirnov in 
Shapiro-Wilk test, upoštevali pa smo tudi asimetrijo (angl. skewness) in sploščenost (angl. 
kurtosis). Ob analizi vrednosti kot takih nismo nikjer zasledili normalne porazdelitve, zato 
smo dobljene vrednosti dolžin telomerov (T/A) transformirali z recipročno transformacijo 
(1/x). Vsi statistični testi v nadaljevanju so bili opravljeni na transformiranih vrednostih 
dolžin telomerov. V skladu s porazdelitvijo spremenljivk smo izbrali ustrezen analitični test. 
Če so se vrednosti porazdeljevale približno normalno, smo za primerjavo dveh neodvisnih 
skupin uporabili t-test. Kadar so bile spremenljivke razdeljene na več kot dve skupini 
(polimorfizem), smo uporabili enosmerno ANOVO. Uporabili smo tudi multiplo linearno 
regresijo za določitev skupnega vpliva spremenljivk, brez delitve v skupine. Na podlagi 
genotipizacije HIF1A smo določili, ali alelna razporeditev za preučevani polimorfizem sledi 
Hardy-Weinbergovemu ravnovesju (HWE) s pomočjo Hi-kvadrat testa.  
Nekatere rezultate smo prikazali še grafično s stolpičnim ali razsevnim diagramom s 
pomočjo programa Microsoft Excel. Relativne vrednosti dolžin telomerov na grafičnih 
prikazih niso transformirane.  
Hardy-Weinbergovo ravnovesje  
Ko smo dobili rezultate genotipizacije, smo preverili, ali alelna porazdelitev sledi HWE. 
HWE je splošno načelo populacijske genetike. V evolucijskem smislu pomeni, da se za 
populacijo, ki izpolnjuje določene pogoje, lahko frekvenca genotipa genetskega lokusa izrazi 
v frekvencah alelov. Ravnovesni del HWE izvira iz dejstva, da generacija naključnega 
parjenja zagotavlja, da ravnovesje drži, čeprav to razmerje ne drži v začetnem stanju 
populacije. V praksi testi HWE običajno vključujejo preverjanje binomske porazdelitve 
genotipov glede na frekvence alelov (101).   
HW ravnovesje sledi naslednji enačbi:  
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Enačba 5: Hardy-Weinbergovo ravnovesje 
𝑝2 + 2𝑝𝑞 + 𝑞2 = 1 
 
Pri tem je p2 frekvenca dominantnega homozigotnega genotipa, 2pq je število heterozigotov, 
q2 pa je frekvenca recesivnega homozigotnega genotipa (102, 103). 
Za določanje HW ravnovesja lahko uporabimo Hi-kvadrat test: rezultati so predstavljeni v 
nadaljevanju v poglavju »Statistična obdelava podatkov« v Preglednici 9.  
Test normalnosti porazdelitve spremenljivk 
Pri izbiri ustreznega statističnega testa nam je pomagal podatek o tem, kako se spremenljivke 
porazdeljujejo. S Kolmogorov-Smirnov testom in Shapiro-Wilk testom smo preverili, ali se 
preučevane spremenljivke po določenih skupinah porazdeljujejo normalno. Upoštevali smo 
tudi asimetrijo in sploščenost.  
Če je bila dobljena p-vrednost višja od 0,05, ničelne hipoteze nismo mogli zavrniti, kar je v 
tem primeru pomenilo, da so vrednosti porazdeljene približno normalno. Če pa je bila p-
vrednost nižja od 0,05, smo ničelno hipotezo zavrnili in sprejeli alternativno hipotezo, da se 
vrednosti statistično razlikujejo od normalne porazdelitve.  
Vrednosti z asimetrije in sploščenosti (angl. skewness in kurtosis) smo izračunali tako, da 
smo vrednosti statistike delili s standardno napako za vsak parameter. Če so se vrednosti 
porazdeljevale, smo lahko pričakovali vrednosti za asimetrijo in sploščenost med −1,96 in 
+1,96.  
Če so se rezultati omenjenih parametrov za posamezno skupino med seboj razlikovali, smo 
upoštevali rezultat, ki smo ga dobili s Shapiro-Wilk testom. Če smo dvomili o normalnosti 
porazdelitve, smo si pomagali tudi z grafičnim prikazom, in sicer s histogramom 
porazdelitve podatkov. 
Test odvisnosti spremenljivk 
S testi normalnosti porazdelitve smo določili, kakšna je porazdelitev spremenljivk v 
posameznih skupinah. Če so bile vrednosti izbranih parametrov v obeh skupinah, ki smo jih 
med seboj primerjali, porazdeljene normalno, smo za testiranje odvisnosti spremenljivk 
uporabili t-test. S tem testom pokažemo, ali obstaja statistično značilna razlika med 
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povprečnimi vrednostmi v obeh skupinah. V primeru delitve v tri ali več skupin 
(polimorfizem), smo uporabili enosmerno ANOVO.  
 
Uporabili smo tudi multiplo linearno regresijo, pri kateri pa spremenljivk nismo delili v 
skupine, temveč smo testirali skupni vpliv vseh spremenljivk. Pri tem je bila dolžina 
telomerov odvisna spremenljivka, vsi preostali testirani parametri pa neodvisne 
spremenljivke. 
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V raziskavo smo vključili 155 bolnikov s sladkorno boleznijo tipa 2. Njihove osnovne 
klinične in demografske značilnosti so prikazane v Preglednici 6. Povprečna starost bolnikov 
je bila 63,6 let, povprečno trajanje sladkorne bolezni pa 11,7 let. Predstavnikov moškega 
spola je bilo 88, ženskega pa 67. Večina bolnikov se je v času odvzema vzorca in zbiranja 
podatkov zdravila z metforminom in sulfonilsečninami. Nihče izmed preučevanih bolnikov 
se še ni zdravil z inzulinom. Večina bolnikov je imela že izraženo zmerno povečano 
albuminurijo (145 bolnikov, povprečna vrednost je 52,5 g/24h), nekoliko znižano 
glomerulno filtracijo (kar 67,7 % je imelo OGF < 90 mL/min/1,73 m2, povprečna vrednost 
OGF za vse preiskovance pa je bila 76,2 mL/min/1,73 m2). Manjši delež jih je imel 
diabetično nevropatijo (osem bolnikov) in diabetično retinopatijo (en bolnik). Periferno 
arterijsko okluzivno bolezen so imeli trije bolniki, ishemično možgansko bolezen 11 
bolnikov, miokardni infarkt pa je doživelo 19 bolnikov. Večina bolnikov je imela povišano 
telesno težo. Kar 92,9 % oseb je imelo indeks telesne mase (ITM) > 25 kg/m2, povprečna 
vrednost ITM vseh preiskovancev pa je bila 30,9 kg/m2. Povprečna vrednost HbA1C v 
celotni skupini je bila 7 %, povprečna vrednost koncentracije glukoze na tešče 7,5 mmol/L, 
koeficient variacije glukoze pa 13,5 %. Podatki o HbA1C in koeficientu variacije glukoze 
so na Sliki 7 in 8 prikazani tudi po starostnih skupinah. Ciljne vrednosti HbA1c in glukoze 
so v klinični praksi navadno odvisne od številnih dejavnikov, kot sta starost in splošno 
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Preglednica 6: Osnovne značilnosti preučevane populacije bolnikov s sladkorno boleznijo tipa 2 
 Število vzorcev Povprečna vrednost in standardni 
odklon/odstotek 
Spol moški = 88 
ženski = 67 
moški: 56,8 % 
ženski: 43,2 % 
Starost 155 63,6 ± 7,6 
Trajanje SB (let) 155 11,7 ± 7,1 
HbA1c (%) ≤ 7 % = 87 
>7 % = 68 
7,0 ± 0,9 (%) 
Glukoza na tešče 105 7,5 ± 1,2 (mmol/L) 
KV glukoze (%) 105 13,5 ± 6,7 (%) 
Zdravljenje: sulfonilsečnine 155 5,1 ± 3,1 (let zdravljenja) 
Zdravljenje: metformin 
da = 134 
ne = 21 
 
 
5,1 ± 3,5 (let zdravljenja) 
Povišan ITM (> 25) 144 30,9 ± 5,4 (kg/m2) 
Zmerno povečana 
albuminurija  
145 52,5 ± 142,5 (g/24h) 
Znižan OGF 105 76,2 ± 14,7 (mL/min/1,73m2) 
Diabetična nevropatija 8 5,2 % 
Diabetična retinopatija 1 0,6 % 
Periferna arterijska 
okluzivna bolezen 
3 1,9 % 
Ishemična možganska 
bolezen 
11 7,1 % 
Miokardni infarkt 19 12,3 % 
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Slika 7: Povprečna vrednost HbA1c po starostnih skupinah 
 
Slika 8: Povprečen koeficient variacije meritev glukoze na tešče po starostnih skupinah 
 
4.2 OPTIMIZACIJA METODE DOLOČANJA DOLŽINE TELOMEROV 
Preden smo z optimizirano metodo lahko analizirali vzorce bolnikov, smo elektroforetsko 
preverili fragmentiranost DNA bolnikov in s tem ocenili, ali je primerna za analizo. Na Sliki 
9 je rezultat elektroforeze, pri katerem je v prvi koloni nanesen dolžinski standard, nato pa 
si sledijo vzorci. Jasno lahko vidimo potovanje delcev v gelu in opazimo, da je v vseh 
primerih DNA nerazgrajena, saj pri vseh vzorcih opazimo le eno liso. Če bi vzorci vsebovali 
fragmentirano DNA, bi po končani elektroforezi na gelu opazili več posameznih lis, ki 
predstavljajo različno velike odseke DNA. V našem primeru se v vseh primerih pojavi le ena 







































KV (%) GLUKOZE NA TEŠČE GLEDE NA 
STAROST
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delcev. Na podlagi rezultata elektroforeze lahko zaključimo, da so vzorci DNA nerazgrajeni 
in da tudi nižje koncentracije DNA v vzorcih niso posledica fragmentacije. Glede na to da 
smo preverili vzorce z najnižjimi koncentracijami in dokazali njihovo strukturno integriteto, 
smo sklepali, da so tudi preostali vzorci dobro ohranjeni.  
 
Slika 9: Osvetljen gel po končani elektroforezi genomske DNA 
 
Optimalne koncentracije oligonukleotidnih začetnikov smo določili eksperimentalno, in 
sicer smo preverili naslednje koncentracije: 300 pM, 400 pM, 500 pM in 600 pM. Za najbolj 
optimalno koncentracijo se je izkazala najmanjša izmed preizkušenih, kajti pri višjih 
koncentracijah je prišlo do tvorbe dimera na začetku reakcije, kar lahko opazimo na talilni 
krivulji (Slika 10). Številni nespecifični vrhovi na talilni krivulji kažejo na nespecifično 
podvojevanje in tvorbo dimera, kar je lahko posledica slabe izbere začetnika in/ali 
neoptimiziranega pomnoževanja (56). V našem primeru je torej šlo za previsoke 
koncentracije.  
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Slika 10: Talilni krivulji reakcij, ki so vsebovale 300 pM (a) in 600 pM (b) koncentracije oligonukleotidnih začetnikov. 
Slika 10 prikazuje talilni krivulji za različne dolžine oligonukleotidnih začetnikov. Na levi 
so koncentracije 300 bp, na desni pa 600 bp. Pri izbiri višjih koncentracij oligonukleotidnih 
začetnikov lahko opazimo obsežnejšo tvorbo dimerov na začetku reakcije. Prvi vrh 
predstavlja pomnožke telomerov, drugi vrh pri višji temperaturi pa gena za albumin. S sivo 




Slika 11 prikazuje talilno krivuljo. Pri prvem vrhu gre za temperaturo, kjer se pomnožuje 
zaporedje telomerov, drugi vrh pa predstavlja pomnoževanje albumina. Slika 12 prikazuje 
pomnoževanje telomernega področja z naraščanjem števila ciklov qPCR.  
Slika 11: Primer talilne krivulje določanja relativne dolžine telomerov s qPCR 
Vedernjak, B. Ugotavljanje povezanosti glikemične urejenosti in variabilnosti v genu HIF1A 
z dolžino telomerov pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2. Magistrska naloga. Univerza 
v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 2020 
 











Po optimizaciji metode smo vsem vzorcem določili dolžine telomerov po optimiziranem 
postopku. Zaradi analize v triplikatih ni bilo mogoče analizirati vseh vzorcev v enem 
eksperimentu, ampak smo izvedli štiri (plošča 1 do 4). Da smo zagotovili primerljivost analiz 
med posameznimi eksperimenti, smo izračunali T/A za vrednosti kontrol na vsaki plošči in 
določili standardni odklon med vsemi meritvami kontrol na posameznih ploščah. Izračunan 
standardni odklon med ploščami je bil 2,4 %, kar je manj od priporočenega (10 %). Tako 
smo dodatno dokazali, da so rezultati analiz, izvedenih v različnih eksperimentih, med seboj 
primerljivi. Vrednosti kontrolnih vzorcev na posameznih ploščah in skupni standardni 
odklon za T/A vrednosti so prikazani v Preglednici 13 v Prilogi 1.  
4.3 REZULTAT qPCR IN RELATIVNA DOLŽINA TELOMEROV 
Določanje relativne dolžine telomerov je bilo v celotni skupini bolnikov uspešno, povprečne 
vrednosti so prikazane v Preglednici 7. 
Preglednica 7: Povprečne vrednosti relativne dolžine telomerov v analizirani skupini 
 Število vzorcev 
Povprečna vrednost 
in standardni odklon 
Transformirana 
vrednost 1:T/A 
Relativna dolžina telomerov 155 0,857 ± 0,215 1,232 ± 0,275 
Slika 12: Pomnoževanje telomernega področja z naraščanjem števila ciklov PCR reakcije. Zelena črta predstavlja 
prag, pri katerem odčitamo ct. 
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4.3 DOLOČANJE GENETSKE VARIABILNOSTI GENA HIF1A S KOMPETITIVNIM 
ALELNO SPECIFIČNIM PCR (KASP PCR) 
Ob dvakratni ponovitvi genotipizacije smo uspešno določili genotip polimorfizma vsem 
vzorcem. Razporeditev genotipov v celotni skupini bolnikov je prikazana v Preglednici 8. 
Preglednica 8: Razporeditev genotipov polimorfizma rs11549465 gena HIF1A v analizirani skupini 
HIF1A rs11549465 Število vzorcev Odstotek posameznega genotipa 
C/C 120 77,4 % 
C/T 31 20 % 
T/T 4 2,6 % 
 
Slika 13 prikazuje rezultate genotipizacije polimorfizma rs11549465 gena HIF1A s KASP 
PCR. Barvilo VIC fluorescira rdeče, FAM pa modro. Zeleno so obarvani vzorci, pri katerih 
smo dobili signal obeh barvil. Rdeča barva torej predstavlja osebe z genotipom T/T, kar 
pomeni, da je polimorfizem prisoten na obeh alelih. Modro so obarvani vzorci oseb z 
genotipom C/C: ti vzorci so brez polimorfizma. Zeleno so obarvane osebe z genotipom C/T, 
kar pomeni, da imajo polimorfizem prisoten samo na enem alelu. Levo spodaj (roza in črna 
barva) so vzorci, ki se v prvem poskusu niso uspešno pomnožili.  
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Slika 13: Rezultati genotipizacije variante rs11549465 gena HIF1A s KASP PCR 
 
4.4 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
S statistično analizo smo želeli ovrednotiti povezavo med dolžinami telomerov, povprečno 
koncentracijo glukoze na tešče, glikemično variabilnostjo, vrednostjo HbA1c in genotipom 
HIF1A. Dodatno smo testirali vpliv odstotka meritev koncentracije glukoze na tešče v 
ciljnem območju. Da bi izključili vpliv drugih dejavnikov, kot so starost, spol in trajanje 
sladkorne bolezni, smo najprej testirali te spremenljivke.  
Hardy-Weinbergovo ravnovesje (HWE) 
Za določanje HW ravnovesja smo uporabili Hi-kvadrat test, rezultati so predstavljeni v 
Preglednici 9.  
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C/C 120 118,5 
C/T 31 34,1 
T/T 4 2,5 
 
Hi-kvadrat vrednost = 1,276 
p-vrednost = 0,259 
 
Ker je dobljena p-vrednost (0,259) višja od α (0,05 pri 95-odstotnem intervalu zaupanja), 
lahko zaključimo, da alelna razporeditev sledi Hardy-Weinbergovemu ravnovesju. 
Razporeditev spremenljivk v ustrezne statistične skupine 
 
1. Starost 
Starost naših preiskovancev se je gibala od 42 do 76 let. Največ jih je bilo v starostni skupini 
med 60 in 74 let. Povprečna starost je bila 63,6, mediana pa 64 let. Na podlagi tega smo 
razdelili skupine glede na razmejitveno vrednost 65 let:  
- skupina 1 = ≤ 65 let, skupina 2 = > 65 let. 
2. Spol 
Vzorce smo razporedili v skupine glede na spol: 
- skupina 1 = moški, skupina 2 = ženske.  
3. Trajanje sladkorne bolezni 
Bolezen je bila pri naših preiskovancih prisotna od 3 pa do 34 let. V povprečju je bolezen 
trajala 11,7, mediana pa je pri 10 letih. Na podlagi tega smo razdelili skupine glede na 
razmejitveno vrednost 15 let: 
- skupina 2 = ≤ 15 let, skupina 2 = > 15 let. 
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4. Koncentracija glukoze na tešče 
Za vsakega bolnika smo izračunali povprečno vrednost glukoze na tešče izmed vseh zbranih 
meritev. Najnižja izračunana povprečna vrednost je bila 4,8 mmol/L, najvišja pa 11,0 
mmol/L. Povprečna skupna koncentracija za vse bolnike je bila 7,5 mmol/L, mediana pa 7,3 
mmol/L. Priporočene vrednosti glukoze na tešče za bolnike s SBT2 se gibljejo med 6 in 8 
mmol/L (104). Na podlagi teh vrednosti smo razdelili preiskovance v dve skupini ob 
razmejitveni vrednosti 8 mmol/L: 
- skupina 1 = ≤ 8 mmol/L, skupina 2 = > 8 mmol/L.  
5. Delež glikiranega hemoglobina (HbA1c) 
Vrednosti HbA1C so pri naših bolnikih zelo variirale. Najnižja izmerjena vrednost je bila 
3,7 %, najvišja pa 10,1 %. Povprečna vrednost HbA1c je bila 7,0 %, mediana pa 6,9 %. 
Glede na to da smo že pod točko 4.1. pokazali, da v našem primeru izmerjena vrednost 
HbA1c ni pogojena s starostjo, smo se pri delitvi v skupine osredotočili na splošno ciljno 
vrednost za HbA1c, ki znaša 7 %. Tako smo bolnike razdelili v skupine na 2 načina. 
1) Bolnike smo razdelili glede na to, ali dosegajo ciljno vrednost HbA1c:  
skupina 1 = ≤ 7 % , skupina 2 = > 7 %. 
2) Bolnike smo razdelili tako, da smo izpustili ciljne vrednosti in zajeli le višje/nižje 
vrednosti na obeh koncih. Razmejitveni vrednosti 6,5 in 7,5 % sta bili izbrani zato, 
ker v določenih primerih lahko prav tako veljata za ciljne vrednosti (19, 104):  
skupina 1 = < 6,5 %, skupina 2 = > 7,5 %. 
6. Glikemična variabilnost 
Tudi glikemična variabilnost, prikazana kot koeficient variacije tedenskih meritev glukoze 
na tešče, je bila pri posameznikih zelo različna. Zabeležili smo vrednosti od 3,6 % KV pa do 
37,8 % KV. Povprečen KV je znašal 13,5 %, mediana pa 11,7 %. Prav tako smo lahko pod 
točko 4.1. opazili, da v porazdelitvi povprečnih vrednosti % KV po starostnih skupinah ni 
večjih razhajanj. Ciljne vrednosti KV za sladkorne bolnike so navadno določene za 
variabilnost čez dan (meritve med dnevom) ob kontinuiranem merjenju glukoze. Ker smo 
imeli na voljo le meritve enkrat tedensko, smo se osredotočili na biološko meddnevno 
variabilnost glukoze na tešče, ki po nekaterih podatkih za sladkorne bolnike znaša 13,7 % 
(105). Skupine smo razdelili glede na razmejitveno vrednost 15 %: 
- skupina 1 = < 15 %, skupina 2 = > 15 %. 
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7. Doseganje ciljnih vrednosti glukoze 
Preiskovance smo dodatno razdelili na podlagi tega, v kolikšni meri izmerjene vrednosti 
glukoze na tešče dosegajo ciljne vrednosti. Ker splošno želimo, da imajo sladkorni bolniki 
vsaj v 70 % čez dan vrednosti glukoze med 3,9 in 10 mmol/L (15), priporočene vrednosti 
glukoze na tešče za SBT2 pa naj bi se gibale med 6 in 8 mmol/L (104), smo za dosežene 
ciljne vrednosti šteli vse meritve, ki so bile v razponu med 3,9 in 8 mmol/L. Število meritev 
v ciljnem območju smo izrazili v odstotkih:  
- skupina 1 = dosega ciljne vrednosti v < 70 %, skupina 2 = dosega ciljne vrednosti 
v ≥ 70 %. 
8. Polimorfizem HIF1A rs11549465 
Skupine smo oblikovali na 2 načina: 
1) Prisotnost/odsotnost polimorfizma: 
skupina 1 = genotip C/C, skupina 2 = nosilci vsaj enega polimorfnega alela. 
2) Primerjava vseh alelnih razporeditev: 
skupina 1 = C/C, skupina 2 = C/T, skupina 3 = T/T. 
Test normalnosti porazdelitve spremenljivk 
Preverili smo porazdelitev spremenljivk po skupinah in ugotovili, da se vse spremenljivke 
porazdeljujejo normalno (p-vrednost > 0,05). Podrobnejši rezultati testa normalnosti so 
predstavljani v Prilogi 2 in 3 v Preglednicah 14 in 15.  
Test odvisnosti spremenljivk 
Odvisnost spremenljivk smo testirali na dva načina: z delitvijo v skupine in analizo s t-testom 
ali enosmerno Anovo, ter s pomočjo multiple linearne regresije. Delitev podatkov v skupine 
je natančneje opisana v poglavju »Razporeditev spremenljivk v ustrezne statistične 
skupine«. Najprej smo želeli izključiti, da starost, spol in trajanje sladkorne bolezni vplivajo 
na dobljene rezultate dolžin telomerov, zato smo prvotno analizirali te spremenljivke 
(Preglednica 10). V glavnem delu smo želeli preveriti spreminjanje dolžine telomerov glede 
na različne povprečne koncentracije glukoze na tešče, vrednosti glikiranega hemoglobina, 
glikemične variabilnosti in variabilnosti v genu HIF1A. Dodatno smo preverili povezavo z 
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odstotkom meritev glukoze na tešče, ki so bile v ciljnem območju. Rezultati vpliva teh 
dejavnikov na dolžino telomerov so prikazani v Preglednici 11 in 12.  
 
Zastavili smo si ničelno in alternativno hipotezo. 
H0: Dolžine telomerov se med skupinami statistično ne razlikujejo. 
H1: Dolžine telomerov se med skupinami statistično razlikujejo.  













1 = ≤ 65 





1 = moški 





1 = ≤ 15 let 




*DT smo podali kot relativno dolžino telomerov, ki smo jo dobili, ko smo delili vrednosti 
pomnoževanja telomerov (T) z vrednostmi pomnoževanja gena, ki ima vedno enako število 
kopij oz. albumina (A). 
Preglednica 11: Test odvisnosti spremenljivk za koncentracije glukoze na tešče, HbA1c, variabilnost glukoze, doseganje 
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Dobljene p-vrednosti so bile v vseh primerih višje od α (ki je 0,05 pri 95-odstotnem intervalu 
zaupanja), zato ničelne hipoteze nismo mogli zavreči. Sklepali smo, da v naši analizi 
testirane spremenljivke ne vplivajo na dolžine telomerov. Primerjava povprečnih relativnih 
dolžin telomerov med posameznimi skupinami je prikazana tudi grafično na Slikah 14, 15 
in 16. 
 
Slika 14: Stolpični diagram, ki prikazuje povprečno relativno DT glede na genotip HIF1A. 
Na Sliki 14 lahko opazimo, da obstajajo le manjše razlike med povprečnimi DT v skupinah. 












POVPREČNA RELATIVNA DOLŽINA 
TELOMEROV GLEDE NA GENOTIP HIF1A
rs11549465 
1 = C/C 




1 = C/C,  
2 = C/T, 
3 = T/T 
0,873 1,210 
ANOVA 0,200 0,805 1,307 
0,783 1,294 
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Slika 15: Primerjava posameznikov, ki dosegajo ciljne vrednosti HbA1c (≤ 7 %), in tistih, ki presegajo ciljne vrednosti (> 
7 %) glede na povprečno relativno dolžino telomerov. 
Slika 15 prikazuje povprečno relativno dolžino telomerov glede na doseganje ciljnih 
vrednosti HbA1c. Razlike med skupinama so premajhne, da bi lahko dokazali statistično 
povezavo.   
 
Slika 16: Povprečne relativne dolžine telomerov glede na stopnjo glikemične variabilnosti (% KV) 
Na Sliki 16 je prikazana primerjava povprečnih relativnih dolžin telomerov glede na 
koeficient variacije koncentracij glukoze na tešče (razmejitvena vrednost pri 15 %). Tudi 
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Preverili smo tudi skupni vpliv dejavnikov s pomočjo multiple linearne regresije. V tem 
primeru smo preverili vpliv vseh spremenljivk naenkrat: spol, starost, trajanje DM, 
povprečna koncentracija glukoze na tešče, HbA1c, variabilnost glukoze, ciljne vrednosti 
glukoze ter polimorfizem rs11549465. Omenjene parametre smo definirali kot neodvisne 
spremenljivke, DT pa kot odvisno spremenljivko. V primeru polimorfizma rs11549465 smo 
si pomagali s slepimi spremenljivkami. Rezultati so prikazani v Preglednici 12.  











Spol -0,089 -0,158 0,129 
0,058 0,750 
Starost 0,004 0,096 0,368 
Trajanje DM -0,003 -0,079 0,468 
Glukoza na tešče 0,040 0,176 0,455 
HbA1c 0,000 -0,001 0,990 
Variabilnost glukoze -0,004 -0,090 0,397 
Ciljne vrednosti glukoze 0,002 0,205 0,379 
C/C proti T/T 0,058 0,040 0,695 
C/C proti T/C 0,100 0,138 0,182 
 
Vrednost R2 (0,058) nam pove, da lahko z izbranimi parametri razložimo 5,8 % razlik v 
spremembi DT. Tudi ko pogledamo posamezne parametre vidimo, da so vse dobljene p-
vrednosti višje od α (0,05), kar pomeni, da vpliva spremenljivk na dolžino telomerov s tem 
modelom nismo uspeli dokazali. Naključnost rezultatov oziroma razpršenost podatkov lahko 
vidimo tudi na razsevnih grafikonih (Slika 17 in 18). 
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Slika 17: Prikaz odvisnosti dolžine telomerov od vrednosti HbA1c (%) 
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5. RAZPRAVA 
Glavni namen naloge je bil določiti povezavo oziroma vpliv glikemične urejenosti pri SBT2 
na dolžine telomerov. Osredotočili smo se predvsem na koncentracijo glukoze na tešče, 
glikemično variabilnost, ki smo jo določili kot posameznikov koeficient variacije meritev 
koncentracije glukoze v krvi na tešče v določenem časovnem obdobju, in vrednost 
glikiranega hemoglobina. Dodatno smo testirali odstotek meritev glukoze na tešče, ki so bile 
v ciljnem območju. Zanimala nas je tudi povezava z variabilnostjo v genu HIF1A, faktorjem 
za hipoksijo, ki je bil že večkrat preiskovan pri bolnikih s sladkorno boleznijo (9, 48), ne pa 
še v povezavi z glikemično variabilnostjo.  
5.1 Vpliv spola, starosti in trajanja SBT2 
Preden smo analizirali vpliv dejavnikov sladkorne bolezni na DT, smo izključili morebitne 
vplive spola, starosti in trajanja bolezni na dolžino telomerov. Lahko bi se namreč zgodilo, 
da bi bil dokazan vpliv na spreminjajočo se dolžino telomerov posledica teh dejavnikov, saj 
omenjeni faktorji znatno vplivajo na dolžino telomerov (57, 70). Najprej smo grafično 
preverili, ali je starost povezana z vrednostjo HbA1c in KV glukoze (Slika 7 in 8). To smo 
naredili tako, da smo prikazali povprečne vrednosti po starostnih skupinah. Presenetljivo je, 
da smo najvišje vrednosti HbA1c in najvišjo glikemično variabilnost zabeležili pri najmlajši 
starostni skupini, sledila je najstarejša skupina. Nato smo vse omenjene dejavnike (starost, 
spol, trajanje bolezni) testirali na dva načina. Pri prvem načinu smo vsako spremenljivko 
razdelili v dve skupini, pri določanju razmejitvene vrednosti pa smo si pomagali s 
povprečnimi vrednostmi, mediano in razpršenostjo podatkov. Pri drugem načinu smo 
testirali vpliv več dejavnikov na dolžino telomerov, brez delitve v podskupine. Vpliva 
omenjenih dejavnikov (starost, spol, trajanje bolezni) na dolžino telomerov v nobenem 
primeru nismo opazili (Preglednica 10 in 12), v nasprotnem primeru bi morali to upoštevati 
pri delitvi v skupine za nadaljnjo analizo.  
Telomeri se krajšajo ob vsaki celični delitvi in tako je starost direktno povezana z dolžino 
telomerov (57, 70). Prav tako je bilo dokazano, da imajo moški splošno krajše telomere kot 
ženske (70). Te razlike se lahko pojavijo že ob rojstvu, saj so moški zarodki še posebej 
dovzetni za učinke materinega kajenja, če so le-temu izpostavljeni, visokega ITM, depresije; 
na njih močno vplivajo tudi podpora družine, stopnja izobrazbe, prihodek… Našteto vpliva 
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na dolžino telomerov novorojenčka (106). Prav tako so bile številne bolezni že povezane s 
krajšimi telomeri, med drugim tudi SBT2. Ne samo bolezen kot taka, temvečč ima tudi dlje 
trajajoča bolezen pomembno vlogo pri krajšanju dolžine telomerov (107). Bolniki s SBT2 
imajo dokazano krajše telomere kot zdravi posamezniki (107, 108)  in njihovi telomeri se 
krajšajo hitreje (109). Nasprotno pa tudi krajše dolžine telomerov povečajo tveganje za 
razvoj inzulinske rezistence kasneje v življenju (110). 
V nasprotju z omenjenimi študijami pa v nalogi nismo dokazali povezave omenjenih 
dejavnikov z dolžino telomerov.  
5.2 Vpliv glikemične urejenosti 
V glavnem delu naloge smo želeli preveriti vpliv nekaterih dejavnikov SBT2 na dolžino 
telomerov. Vpliva preiskovanih spremenljivk (koncentracije glukoze na tešče, HbA1c, 
glikemične variabilnosti in odstotka meritev glukoze na tešče v ciljnem območju) na dolžino 
telomerov v skupini nismo dokazali (Preglednica 11 in 12). 
5.2.1 Koncentracija glukoze na tešče 
Izračunali smo povprečne koncentracije glukoze na tešče za vsakega posameznika in jih 
razdelili v dve skupini glede na to, ali dosegajo ciljne vrednosti (≤ 8 mmol/L). Naredili smo 
primerjavo povprečnih relativnih DT med skupinama. Pričakovali smo, da bomo opazili 
krajše povprečne DT v skupini z višjimi koncentracijami glukoze, vendar pa statistično 
pomembnih razlik med povprečnimi DT med skupinama nismo opazili (Preglednica 11).  
Prav tako nismo opazili povezave, ko smo testirali vpliv celotne spremenljivke s pomočjo 
multiple linearne regresije (Preglednica 12). Dobljeni rezultati so v nasprotju s številnimi 
študijami, ki kažejo na to, da je povišana plazemska koncentracija glukoze povezana s 
krajšimi dolžinami telomerov (111, 112).  
Na tem mestu je treba omeniti, da smo določene podatke (vrednosti glukoze na tešče, na 
podlagi katerih smo izračunali tudi glikemično variabilnost) pridobili od bolnikov, ki so 
meritve opravljali sami z merilniki za samokontrolo. Upoštevati moramo dejstvo, da takšni 
glukometri dopuščajo stopnjo napake do 20 % in so manj natančni kot meritve koncentracije 
glukoze v plazmi ali serumu, ki jo opravijo v laboratoriju (113). Zato moramo tudi mi 
dopustiti možnost, da se dejanske koncentracije nekoliko razlikujejo od izmerjenih. Četudi 
bi upoštevali to razliko, to ne bi bistveno vplivalo na rezultate naloge. Prav tako verjetno ne 
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bi uspeli dokazati vpliva na DT. Ker so meritve opravljali bolniki sami, je bilo veliko število 
meritev nepopolnih ali napačno izvedenih, zato pri teh posameznikih nismo mogli uporabiti 
podatka o koncentraciji glukoze, določiti glikemične variabilnosti in tako tudi ne vpliva 
glikemične urejenosti na dolžino telomerov. Te preiskovance smo kljub vsemu vključili v 
ostale analize, če so bili pridobljeni preostali eksperimentalni podatki. Kot pri vseh 
raziskavah ne moremo dokončno izključiti možnosti, da so nekateri izmed uporabljenih 
podatkov prav tako pridobljeni na neprimeren način (na primer: neteščost), pa o tem žal 
nimamo podatka. 
5.2.2 Delež glikiranega hemoglobina 
Vpliv HbA1c na DT smo testirali na dva načina. Najprej smo bolnike razdelili v dve skupini 
glede na to, ali dosegajo ciljne vrednosti (≤ 7 %). Drug način delitve v skupine je bil glede 
na nizke in visoke vrednosti (< 6,5 % za eno skupino in > 7,5 % za drugo). Takšna razmejitev 
je izpustila vrednosti, ki so bile blizu ciljnim, saj so bile razlike med njimi izredno majhne. 
Znano je, da je treba vsakemu posamezniku prilagoditi ciljno vrednost (18, 19, 104). S takim 
načinom delitve smo torej zajeli v prvo skupino bolnike, ki imajo krvni sladkor urejen do te 
mere, da dosegajo tudi nižje ciljne vrednosti, v drugo skupino pa tiste, ki imajo slabše 
uravnan krvni sladkor in presegajo celo višje ciljne vrednosti (Preglednica 11). Prav tako  pa 
smo vpliv HbA1c na DT testirali tudi v sklopu multiple linearne regresije (Preglednica 12). 
Pričakovali smo, da bomo opazili krajše DT pri posameznikih, ki imajo višje vrednosti 
HbA1c in ne dosegajo ciljnih vrednosti. To je že bilo dokazano v nekaterih raziskavah (111) 
in tudi mi smo pričakovali podobne rezultate. Vendar pa  nobenem primeru nismo opazili 
statistično pomembnih razlik in zato nismo uspeli dokazati vpliva na DT (Preglednica 11 in 
12).  
Kljub temu da je HbA1c pokazatelj stanja urejenosti sladkorja v telesu za dalj časa, gre 
vendarle samo za obdobje približno treh mesecev, kar je izredno kratko časovno obdobje za 
večje spremembe na telomerih. Na tej točki je treba omeniti še, da uporaba vrednosti HbA1c 
ni optimalna, kadar govorimo o glikemični urejenosti in vplivu na DT. Veliko število oseb 
ima lahko povsem enako vrednost HbA1c, vendar popolnoma različno variacijo posameznih 
vrednosti glukoze. Vrednost glikiranega hemoglobina ne pove ničesar o variabilnosti 
posameznih meritev, saj prikazuje le povprečno vrednost sladkorja v krvi za daljše časovno 
obdobje. Tako ima lahko posameznik zelo urejen krvni sladkor in enako vrednost HbA1c 
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kot oseba, ki naj bi po drugi strani trpela zaradi velikih nihanj glukoze v krvi. Prav ta nihanja 
so za bolnike tudi najbolj nevarna. 
5.2.3 Glikemična variabilnost 
V primeru KV glukoze na tešče smo bolnike razdelili v skupini z nizko in visoko 
variabilnostjo (razmejitev pri 15 %). Razmejitev smo postavili tako, da smo zajeli vrednosti, 
ki so nekoliko višje od izračunanega povprečja in mediane, obenem pa blizu vrednosti, ki 
velja za normalno variabilnost glukoze na tešče pri sladkornih bolnikih. Pričakovali smo, da 
bodo imeli bolniki z višjim odstotkom KV krajše telomere, vendar pa tudi tukaj statistično 
značilnih povezav ni bilo opaziti (Preglednica 11 in 12). 
Ker so nihanja v koncentraciji glukoze za bolnike veliko bolj nevarna kot sama koncentracija 
glukoze, se je v ta namen uveljavil koncept glikemične variabilnosti, ki predstavlja boljši 
napovedni dejavnik za razvoj zapletov sladkorne bolezni kot HbA1c (114, 115). Zaradi tega 
se vedno bolj uporabljajo merilniki, ki omogočajo kontinuirano merjenje glukoze čez dan – 
na ta način pridobimo veliko zgovornejše podatke o nihajočih vrednostih. Mnoge smernice 
so zastavljene na podlagi teh meritev in določajo ciljne vrednosti oziroma v kolikšni meri se 
pričakuje, da bo posameznik v tarčnem območju (14, 15). V času zbiranja vzorcev ta pristop 
še ni bil uveljavljen, čeprav danes vemo, da s takšnim načinom merjenja pridobimo boljši 
vpogled v glikemično urejenost in variabilnost (14, 15). Prav zaradi tega je težko določiti, 
kakšen je dovoljen KV glukoze konkretno za podatke, ki so bili na voljo v tej raziskavi. 
 
5.2.4 Delež meritev koncentracije glukoze na tešče v ciljnem območju 
Dodatno smo testirali še vpliv deleža meritev glukoze na tešče v ciljnem območju. Ta način 
testiranja smo uporabili z namenom, da bi se čim bolj približali podajanju rezultatov, kot je 
značilno za TIR. Izračunali smo, v kolikšni meri posameznik dosega ciljne vrednosti glukoze 
na tešče, in bolnike razdelili v dve skupini glede na to, ali dosegajo ciljne vrednosti odstotka 
meritev, ki so v želenem območju (≥ 70 %). Predvidevali smo, da bodo imeli bolniki, ki v 
večji meri dosegajo ciljne koncentracije glukoze in imajo tako tudi bolj urejen krvni sladkor, 
daljše DT, vendar pa med skupinama nismo opazili statistično pomembnih razlik 
(Preglednica 11). Tudi brez delitve v podskupine vpliva omenjene spremenljivke nismo 
dokazali (Preglednica 12).  
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Prav tako smo preverili še skupni vpliv vseh spremenljivk hkrati, brez da bi posamezne 
spremenljivke delili v podskupine (Preglednica 12). To smo naredili z modelom multiple 
linearne regresije, kjer smo za odvisno spremenljivko določili DT, neodvisne spremenljivke 
pa so bili vsi ostali parametri (spol, starost, trajanje DM, povprečna koncentracija glukoze 
na tešče, HbA1c, glikemična variabilnost, odstotek meritev glukoze na tešče v ciljnem 
območju, polimorfizem rs11549465). Tudi ta test ni dal statistično značilne povezave. Tako 
vpliva na DT v nobenem primeru nismo uspeli dokazati. Razlogov, zakaj nismo uspeli 
dokazati povezave v nasprotju s številnimi študijami, je veliko. Dolžine telomerov smo pri 
preiskovancih določali v enkratnem vzorcu, ki je bil odvzet v času, ko so bili zbrani tudi 
ostali laboratorijski in klinični podatki za vse raziskovalne sklope raziskave. Bolj povedna 
bi bila ocena dinamike spreminjanja dolžine telomerov in ostalih parametrov v vzorcih, 
odvzetih v različnih časovnih obdobjih. Z longitudinalnim pristopom bi lahko izključili vpliv 
okoljskih dejavnikov, saj bi opazovali dinamiko spreminjanja glede na dinamiko 
spreminjanja glikemične urejenosti in variabilnosti. Daljši čas spremljanja bi omogočal bolj 
natančen vpogled v dejansko stanje in najverjetneje bi bile bolj opazne tudi spremembe v 
dolžini telomerov. V tem primeru bi za glikemično urejenost imeli bolj korektne podatke, 
saj bi bile meritve opravljene večkrat in ne le na podlagi enega vzorca, ki nujno ne odraža 
dejanskega stanja v telesu. Žal je takšen pristop izredno zahteven, časovno in finančno 
potraten. S tem bi obremenili tako preiskovance kot tudi medicinsko osebje, saj je za 
sodelovanje v takšni raziskavi potrebnih več pregledov in odvzemov krvi. Stroški takšne 
raziskave so neprimerno višji v primerjavi s presečno raziskavo. Pri tej magistrski nalogi 
takšen pristop ni bil mogoč, saj je bilo zbiranje vzorcev in kliničnih podatkov bolnikov že 
zaključeno – potekalo je namreč v okviru večje raziskave, sestavljene iz več sklopov, ki so 
se že zaključili. 
5.3 Vpliv polimorfizma v genu HIF1A 
Pri določanju vpliva izbranega polimorfizma gena HIF1A smo bolnike razdelili na dva 
načina. Najprej smo bolnike razdelili glede na to, ali posedujejo polimorfizem ali ne. Nato 
smo jih razdelili še glede na to, ali vsebujejo normalni oziroma polimorfni alel na enem ali 
obeh kromosomih in jih primerjali med seboj glede na relativno dolžino telomerov. Vpliv 
polimorfizma v genu HIF1A smo testirali tudi z multiplo linearno regresijo z uporabo slepih 
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spremenljivk. Razlike tudi tukaj niso bile statistično značilne – posledično nismo dokazali 
vpliva posamezne alelne razporeditve na dolžino telomerov (Preglednica 11 in 12).  
Glede na dosedanje raziskave naj bi hipoksija in HIF1A vplivala na dolžine telomerov, 
vendar so si v povezavi s tem nekatera mnenja in dokazi nasprotujoči. Po eni strani naj bi 
povišano izražanje HIF1A povišalo telomerazno aktivnost in s tem daljšanje telomerov (80, 
82), medtem ko daljša izpostavljenost privede do povišane tvorbe ROS, oksidativnega stresa 
in krajšanja telomerov (83). Povišana vrednost HIF1A v serumu je lahko posledica celične 
apoptoze, ki pa je najverjetneje vzrok za zmanjšano delovanje β-celic trebušne slinavke (48, 
49). Pri bolnikih s SBT2 je opaziti povišane vrednosti HIF1A (9, 48), polimorfizem 
rs11549465 pa naj bi imel zaščitno vlogo pred razvojem sladkorne bolezni (49). 
V skladu z dosedanjimi študijami smo pričakovali, da bomo opazili daljše dolžine telomerov 
pri bolnikih, ki vsebujejo polimorfizem v genu HIF1A, vendar pa povezave med 
polimorfizmom rs11549465 in DT nismo potrdili. Prvi razlog, zakaj povezave nismo uspeli 
dokazati, je lahko velikost vzorca. Ta polimorfizem je namreč zelo redek in se predvsem na 
obeh homolognih kromosomih pojavlja izredno redko. Tako smo med 155 vzorci, ki smo jih 
genotipizirali, našli samo štiri takšne, ki imajo polimorfizem na obeh kromosomih. Lahko bi 
povzeli, da vzorec ni bil reprezentativen – posledično so tudi rezultati statistične analize 
negativni. V preostalih primerljivih raziskavah so vključili precej večje skupine 
preiskovancev. Že ob rojstvu obstajajo razlike v dolžini telomerov med posamezniki. Drugi 
genetski faktorji, spol, vnetja in okoljski dejavniki pa povzročajo še dodatne razlike, ki 
nastajajo vso življenje (63). Iz tega izhaja, da je za analizo potencialnih povezav potrebno 
veliko število preiskovancev. Aviv in sodelavci so določili, da bi v primeru študije povezave 
med dolžino telomerov in starostjo pri manj kot 100 posameznikih potrebovali približno 30 
let, da bi določili pomembne spremembe (krajšanje s hitrostjo 20 bp/leto), in 10 let, če bi 
bilo število posameznikov šestkrat večje (71). Longitudinalne študije, ki merijo dejansko 
stopnjo krajšanja telomerov v daljšem časovnem obdobju, zahtevajo precej manjše skupine 
za analizo (71). Tudi Kimura in sod. so se dotaknili vprašanja velikosti vzorca, potrebnega 
za dokaz povezave med dejavniki krajšanja telomerov in DT. Ob predpostavki, da v meritvi 
ni bilo nobene napake, bi že za dokaz razlike, ki je enaka desetletni spremembi (0,20 kb), v 
vsaki skupini potrebovali 141 posameznikov. Ob upoštevanju 10-odstotnega koeficienta 
variacije, to število naraste na 282 (72). Tako lahko zaključimo, da je skupina bolnikov, ki 
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je bila na voljo za to analizo, verjetno premajhna za dokončno oceno vpliva posameznih 
dejavnikov na DT – potrebovali bi večje število preiskovancev, še posebej zato, ker je za 
primerjavo vpliva izbranih dejavnikov na DT potrebna delitev preiskovancev v podskupine.  
 
Kadar preučujemo vpliv različnih dejavnikov na dolžino telomerov, izmerjena dolžina ni le 
posledica preučevanega dejavnika, pač pa predstavlja kombinacijo med dolžino ob rojstvu 
in številnimi dejavniki vse do kolekcije vzorca. Tako obstaja verjetnost, da povezave med 
točno določenim dejavnikom in DT žal ne moremo dokazati, kljub temu da je ta dejavnik 
znan po vplivu na dinamiko telomerov. Predvidevamo, da bomo povezavo opazili v primeru, 
ko je oseba temu dejavniku izpostavljena daljše časovno obdobje.  
 
Rezultati, pridobljeni v tej naši raziskavi so najverjetneje posledica kombinacije več 
omenjenih dejavnikov. Predvsem je treba poudariti, da je bila skupina bolnikov precej 
homogena, izhajali pa so tudi iz iste populacije in živeli na istem območju, kar pomeni, da 
med njimi ni bilo večjih genetskih razlik. Vsem so redno spremljali sladkorno bolezen in jih 
zdravili z nekaterimi peroralnimi antidiabetiki. Imeli so dokaj urejen krvni sladkor. To je 
razvidno že iz dejstva, da so bile izmerjene vrednosti preučevanih parametrov večine 
bolnikov zelo blizu ciljnih vrednosti. Prav tako so bili vsi bolniki obravnavani v isti 
ambulanti in imeli skupnega diabetologa. Če bi bili v raziskavo vključeni še bolniki, katerih 
SB ni dobro urejena, bi bile razlike med njimi najverjetneje precej večje. Vpliv nekaterih 
dejavnikov SBT2 na spreminjajočo DT je težko dokazati, kadar imamo skupino tako 
homogenih in reguliranih bolnikov, kot smo jo imeli mi.  
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6. SKLEP 
V magistrski nalogi smo v skupini bolnikov s sladkorno boleznijo tipa 2 ocenili glikemično 
variabilnost iz podatkov, ki so bili na voljo za bolnike, določili relativne dolžine telomerov 
in prisotnost polimorfizma rs11549465 gena HIF1A. Namen dela je bil ugotoviti, ali sta 
glikemična urejenost in variabilnost gena HIF1A povezani s pospešenim krajšanjem DT pri 
SBT2. Predpostavili smo, da glikemična urejenost in genetska variabilnost gena HIF1A 
vplivata na dolžino telomerov pri bolnikih s SBT2, natančneje: 
1. slabša glikemična urejenost bolnikov s SBT2 je povezana s krajšimi dolžinami 
telomerov,  
2. prisotnost pogostejšega alela polimorfizma rs11549465 gena HIF1A je povezana s 
krajšimi dolžinami telomerov. 
Žal teh hipotez, kljub nekaterim podatkom iz literature, ki kažejo nasprotno, nismo potrdili. 
Dejstvo je, da je bila skupina bolnikov zelo homogena. Vse preiskovane bolnike so redno 
klinično spremljali, jih zdravili z nekaterimi peroralnimi antidiabetiki, imeli so dokaj urejen 
krvni sladkor. Večje razlike med njimi zato težko pričakujemo. Poleg tega smo imeli za 
vsakega bolnika na voljo le en vzorec. Ob vključitvi več vzorcev v daljšem časovnem 
obdobju v raziskavo bi bile morda razlike že bolj izrazite. Zato bi najverjetneje 
longitudinalna preiskava omogočala boljši vpogled v dinamiko spreminjanja dolžine 
telomerov in parametrov, ki vplivajo nanjo. Prav tako je bil dokaj majhen tudi uporabljeni 
vzorec bolnikov, kar je še posebej prišlo do izraza pri določanju vpliva polimorfizma 
rs11549465 gena HIF1A.  
Dolžina telomerov je pogojena z genetskimi, epigenetskimi in okoljskimi dejavniki. Zelo 
verjetno je, da niso pomembni samo dejavniki, ki vplivajo na krajšanje telomerov, temveč 
tudi kombinacije, v katerih se pojavljajo, in časovno obdobje izpostavljenosti. Kvantitativni 
PCR je najbolj uporabljana metoda za določanje DT, vendar zahteva veliko natančnost pri 
delu, dobljen rezultat pa je relativen. Kadar želimo dokazati krajšanje telomerov, moramo 
izbrati ustrezno velik vzorec, kadar želimo dokazati vpliv posameznega dejavnika in 
izključiti ostale vzroke, pa mora biti vzorec še toliko večji.  
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8. PRILOGE 
8.1 PRILOGA 1 
Preglednica 13: Vrednosti kontrolnih vzorcev na posameznih ploščah in skupni standardni odklon za T/A vrednosti 
 Ct telomere Ct albumin T/A SD 
Plošča 1 
24,124 25,972 0,929 
0,024 
22,849 25,744 0,888 
Plošča 2 
23,808 25,417 0,937 
24,192 26,470 0,914 
Plošča 3 
19,339 21,341 0,906 
20,394 22,249 0,917 
Plošča 4 
23,530 26,005 0,905 
22,363 25,936 0,862 
 
8.2 PRILOGA 2 















(N = 87) 
−0,115 1,039 0,200 0,772 da 
> 65 
(N = 68) 




0,795 0,821 0,200 0,314 da 
ženski (N 
= 67) 
−1,280 0,300 0,085 0,440 da 
Trajanje SB 
≤ 15 (N = 
112) 
−0,687 0,912 0,097 0,479 da 
> 15 
(N = 43) 
0,415 −0,856 0,086 0,287 da 
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8.3 PRILOGA 3  
Preglednica 15: Testi normalnosti porazdelitve za HbA1c, GV, koncentracijo glukoze na tešče, doseganje ciljnih 















≤ 7 % 
(N = 87) 
−0,344 0,039 0,200 0,754 da 
> 7 % 
(N = 68) 
−0,016 1,199 0,200 0,673 da 
< 6,5 % 
(N = 43) 
0,539 0,601 0,200 0,935 da 
> 7,5 %  
(N = 38) 










0,363 1,995 0,200 0,071 da 
Variabilnost 
glukoze 
< 15 %  
(N = 71) 
−0,751 0,105 0,200 0,893 da 
> 15 %  
(N = 33) 




< 70 % 
(N = 47) −0,001 1,245 0,200 0,475 da 
≥ 70 % 
(N = 58) −0,680 −1,064 0,200 0,215 da 
Rs11549465 
brez SNP 
(N = 120) 
−0,153 0,991 0,200 0,537 da 
SNP 
(N = 35) 
0,179 −0,224 0,200 1,000 da 
T/T (N = 
4) 
0,869 −1,255  0,466 da 
C/T (N = 
31) 
−0,0475 −0,209 0,200 1,000 da 
C/C (N = 
120) 
−0,153 0,991 0,200 0,537 da 
 
